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Durch die Kompartimentierung von Zellen können verschiedene und unterschiedlich regulierte 
StofiWechselvorgänge gleichzeitig in einer Zelle ablaufen. Die Kompartimente stellen demnach 
funktionell unterschiedliche Reaktionsräume dar. Im Vergleich zu den eukaryontischen Zellen, 
die durch ihren komplexen Aufbau über zahlreiche Kompartimente wie u.a. Zellkern, Endo-
plasmatisches Retikulum, Mitochondrien verfügen, liegt Bakterienzellen ein einfaches 
Bauprinzip zugrunde. 
In den Gram - negativen Bakterien sind die innere und äußere Membran durch das Periplasma 
räumlich voneinander getrennt. Der periplasmatische Raum besteht aus einem einschichtigen, 
stark hydratisierten Peptidoglykangerüst, das über Lipoproteine mit der äußeren Membran 
verankert ist (Schlegel, 1985). Bei den Gram - positiven Bakterien wird die Cytoplasmamem-
bran lediglich von einer vielschichtigen Zellwand umgeben, der Proteine, wie z.B. bei einigen 
Bac:illlfs - Arten, als Bestandteile des sogenannten "S - layers" auf gelagert sein können. 
Da die Cytoplasmamembran bei beiden Bakteriengruppen eine Permeabilitätsschranke für 
hydrophile Stoffe darstellt, wird die Molekül - und Ionenzusammensetzungder Zelle gezielt 
durch Proteine reguliert, welche in die Cytoplasmamembran eingelagert sind oder mit der-
selben assoziiert sind. Proteine der Cytoplasmamembran sind außerdem an dem Aufbau von 
Zellwand polymeren, der Energiegewinnung, der Signalübertragung, sowie der Proteintranslo-
kation beteiligt. Im Periplasma der Gram - negativen Bakterien befinden sich Proteine mit kata-
boler Funktion sowie Bindeproteine mit großer Affinität zu Nährstoffen. Sogenannte Porine 
bilden hydrophile Poren in der äußeren Membran der Gram - negativen Bakterien, die den 
Durchtritt von hydrophilen, niedermolekularen Substanzen ermöglichen. 
Da alle Proteine im Cytoplasma synthetisiert werden, müssen die in der Zellhülle lokalisierten 
Proteine zu ihrem Bestimmungsort exportiert werden. Die meisten Membranproteine, die peri-
plasmatischen Proteine der Gram - negativen Bakterien, sowie die meisten Zellwand - assozi-
ierten oder in das Kulturmedium freigesetzten Proteine der Gram - positiven Bakterien werden 
über einen Weg exportiert, an dem die sogenannten Sec ("secretion") - Proteine als Export-
komponenten beteiligt sind. 
1.1 Charaliteristische Eigenschaften selu'etorischer Proteine 
Sekretorische Proteine werden in pro - und eukaryontischen Zellen als sog. Vorläuferproteine 
("Precursor") mit einem amino terminalen Signalpeptid synthetisiert. Das Signalpeptid ist ein 
wichtiges Merkmal, welches exportierte Proteine von cytoplasmatischen Proteinen unter-
scheidet. Die wichtigste Aufgabe des Signalpeptids ist die Einschleusung des Vorläufers in den 
Exportweg über die Wechselwirkungen mit der Membran und den Exportkomponenten. Durch 
das Signalpeptid wird weiterhin die Faltung des Vorläuferproteins verlangsamt, wodurch das 
Protein in einer für den Membrandurchtritt notwendigen, exportkompetenten Konformation 
gehalten wird. Das Signalpeptid wird während oder kurz nach der Membranpassage durch die 
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in der Cytoplasmamembran verankerten sog. Signalpeptidasen abgespalten, d.h. das Vorläufer-
protein wird durch diese Membranproteine prozessiert. Obwohl alle Signalpeptide die gleiche 
Funktion ausüben, gibt es keine Homologie auf Ebene der Aminosäuresequenz, sondern einen 
konservierten strukturellen Aufbau (Abb. 1; von Heijne, 1985 u. 1990): Die aminoterminale, 
hydrophile JI - Region (2 bis 15 Aminosäuren Länge) besitzt durch eine oder mehrere positiv 
geladene Aminosäuren eine positive Nettoladung. Die Wechselwirkung dieser positiven 
Ladungen mit den negativ - geladenen Phospholipiden der Membran ist möglicherweise bei der 
Einlagerung des Signalpeptids in die Membran entscheidend (Kusters et al., 1991). 
Signalpeptid 
n - Region h- Region c - Region 
Signalpeptidase 
Schnittstelle 
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines typischen bal<teriellen Signalpeptids. Die Nume-
rierung der Aminosäuren im reifen Teil des Proteins und in dem Signalpeptid erfolgt ausgehend 
von der Signalpeptidase - Schnittstelle. 
Der zentrale Bereich der Signalpeptide, die h - Region (Mindestlänge von 8 Aminosäuren), 
besteht aus einer ununterbrochenen Reihe von hydrophoben Aminosäuren. Stark polare oder 
geladene Aminosäuren fehlen in der h - Region, die durch den hohen Leucin - und Alaninanteil 
in apolarer Umgebung eine starke Tendenz zur Ausbildung einer a - Helix hat. Die h - Region 
ist ftir die Einlagerung d~s Signalpeptids in die Membran verantwortlich. Sowohl durch das 
Entfernen basischer Aminosäuren in der n - Region, als auch durch das Verkürzen der h - Re-
gion oder durch das Einfügen stark polarer Aminosäuren in die h - Region wird die Export-
effIzienz der Proteine drastisch reduziert. In der aus 5 bis 7 polaren Aminosäuren bestehenden 
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c - Region liegt die von der Signalpeptidase I erkannte Spaltstelle. Nach der -3/-1 - Regel 
finden sich an den Positionen -1 und -3 vor der SpaltsteIle ausschließlich Aminosäuren mit 
kleinen Seitenketten (von Heijne, 1983). 
Die Signalpeptide der Lipoproteine sind gewöhnlich kürzer und besitzen mehr hydrophobe 
Aminosäuren in der h - Region als die Signalpeptide der Nichtlipoproteine (Hayashi u. Wu, 
1990). Die Konsensus - Sequenz für die durch die Signalpeptidase II (Lipoprotein - Signalpep-
tidase) erkannte SpaltsteIle lautet Leu-X-YJ,Cys, wobei an den Positionen -1 und -2 überwie-
gend die neutralen, kleinen Aminosäuren Alanin, Glycin oder Serin gefunden werden (Wu, 
1987). Das Cystein an der Position + 1 wird vor der Spaltung durch Anlagerung eines Diglyce-
rids kovalent modifiziert (Hayashi u. Wu, 1990). Über die an dieses modifizierte Cystein kova-
lent gebundenen Fettsäuren werden die Lipoproteine später in der Zielmembran verankert. 
Wie bei den Gram - negativen Bakterien sind Signalpeptide Gram - positiver Bakterien aus 
einer n -, h - und c - Region aufgebaut. Mit einer durchschnittlichen Länge von 30 Amino-
säuren sind die Signalpeptide der Gram - positiven Bakterien jedoch deutlich länger als die der 
Gram - negativen Organismen (durchschnittlich 24 Aminosäuren). Weiterhin ist die n - Region 
der Gram - positiven Bakterien oft höher positiv geladen als die entsprechende Region der 
Gram - negativen Signalpeptide (von Heijne u. Abrahmsen, 1989). Diese Unterschiede könnten 
in Spezies - spezifischen Unterschieden der Exportapparate beider Bakteriengruppen begründet 
sein. Grundsätzlich sind die Signale jedoch austauschbar: Mit Hilfe Gram - positiver Signal-
peptide können Proteine in das Periplasma von Gram - negativen Bakterien exportiert werden 
(Sarvas, 1986). Umgekehrt können auch Proteine in Gram - positiven Bakterien durch Gram -
negative Signalpeptide sekretiert werden (Meens et al., 1993). 
Viele Exoproteine Gram - positiver Bakterien besitzen zusätzlich zum Signalpeptid noch ein 
sog. Propeptid, welches zwischen dem Signalpeptid und dem reifen Proteinteil lokalisiert ist. 
Alle bekannten Bacillus - Exoproteasen werden beispielsweise als Präproenzyme mit Pro-
peptid synthetisiert (Simonen u. Palva, 1993). Untersuchungen zur Funktion der Propeptide 
wurden hauptsächlich mit der alkalischen Serinprotease (Subtilisin) aus Bacillus bzw. der neu-
tralen Bacillus - Protease durchgeführt. Die Deletion des Propeptids fuhrt zur Sekretion von 
inaktivem Subtilisin in das Periplasma von E.coli (Ikemura et al. , 1987). Das Propeptid ist 
demnach nicht zur Translokation notwendig. Wie auch durch "in vitro" Renaturierungsstudien 
bestätigt wurde, ist das Propeptid jedoch als "intramolekulares Chaperon" an der korrekten 
FaItung des Proteins in eine aktive Konformation beteiligt. Die Propeptide werden 
autokatalytisch oder durch die enzymatische Aktivität extrazellulärer Proteasen vor der 
Freisetzung der reifen Proteine in das Medium abgespalten (Power et al., 1986). 
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1.2 Pro tein translokation in Gram - negativen Balderien 
Exportproteine werden, wie bereits erwähnt, als Vorläuferproteine im Cytoplasma synthetisiert 
(Abb. 2). Damit diese Proteine über die Cytoplasamamembran exportiert werden können, 
müssen sie in einer locker gefalteten oder exportkompetenten Konformation vorliegen. Dies 
wird durch die Aktivität des Signalpeptids (s.o.), sowie durch die Wechselwirkung der Vorläu-
fer mit sog. "molekularen Chaperonen" gewährleistet. "Molekulare Chaperone" beeinflussen 
die Faltung anderer Polypeptide oder ihre Anordnung in oligomeren Strukturen, ohne dabei 
selber Bestandteil der endgültigen Struktur zu sein (Ellis u. Hemmingsen, 1989). Das SecB -
Protein ist das einzige bekannte exportspezifische Chaperon, welches signifikant ausschließlich 
mit Exportproteinen wechselwirkt und dadurch deren Faltung in eine exportinkompetente 
Konformation verlangsamt oder verhindert (Lecker et al., 1989; Kusters et al., 1989). Das 16 
kDa große SecB - Protein bindet vermutlich als Homotetramer (Kumamoto u. Nault, 1989; 
Watanabe u. Blobel, 1989) an das Signalpeptid sowie den reifen Teil des Exportproteins 
(Altman et al., 1990; Gannon et al., 1989; Collier et al., 1988), wobei besonders ß - Faltblatt-
strukturen fur die Bindung von Bedeutung zu sein scheinen (MacIntyre et al., 1991). 
Das SecB - Protein ist jedoch nicht generell fur die Sekretion aller untersuchten Exportproteine 
notwendig. Je nach Exporteffizienz in secB - Mutanten wird zwischen SecB - abhängigen und 
SecB - unabhängigen Proteinen unterschieden. Das periplasmatische Maltosebindeprotein und 
die Außenmembranproteine OmpA und OmpF werden beispielsweise SecB - abhängig, das 
periplasmatische Ribosebindeprotein und die im Periplasma lokalisierte alkalische Phosphatase 
werden SecB - unabhängig exportiert (Kumamoto u. Beckwith, 1985; Kumamoto 1991). Der 
Befund, daß SecB - Nullmutanten zum langsamen Wachstum auf Minimalmedien befahigt sind, 
nicht aber zum schnellen Wachstum auf Vollmedium, zeigt daß das SecB - Protein unter 
bestimmten Bedingungen nicht essentiell ist (Kumamoto u. Beckwith, 1985). Dies kann 
dadurch erklärt werden, daß beim langsamen Zellwachstum pro Zeiteinheit weniger Proteine 
exportiert werden müssen als bei schnellem Wachstum. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, daß 
sog. Hitzeschockproteine die Funktion des SecB - Proteins z.T. übernehmen können. Werden 
Bakterienzellen Stressfaktoren wie z.B. ho her Temperatur ausgesetzt, wird eine sog. Hitze-
schockantwort ausgelöst, wobei es u.a. zu einer Erhöhung der zellulären Konzentrationen der 
Hitzeschockproteine DnaK, DnaJ und GroEL/ES kommt. Diese Proteine sind ebenfalls "mole-
kulare Chaperone", welche jedoch im Gegensatz zu dem SecB - Protein sowohl mit Export-
proteinen (Laminet et al. , 1990) als auch mit cytoplasmatischen Proteinen wechselwirken 
(Marco et al. , 1993). Die Hitzeschockproteine DnaK und DnaJ übernehmen z.T. SecB -
Funktion, da SecB - Nullmutanten die Proteine DnaK und DnaJ sowohl zum Export verschie-
dener SecB - abhängiger Proteine, als auch zum Wachstum auf Minimalmedium benötigen. 
Weiterhin erhöht die Überproduktion der Proteine DnaK und DnaJ die Exportrate SecB -
abhängiger Proteine in SecB - Nullmutanten und ermöglicht sogar das Wachstum dieser 






Abb. 2: Schematische Darstellung der Trallslolmtioll von Proteinen über die Cytoplas-
mamembran von Escherichia coli. Synthese eines sekretorischen Proteins mit aminotermi-
nalem Signalpeptid (SP) im Cytoplasma (1), Bindung des Vorläuferproteins durch Chaperone 
wie das SecB - Protein (2) und Anlagerung an den Translokatorkomplex in der Membran mit 
dem SecA - Protein als perihperer Translokatorkomponente (3), Beginn der Translokation des 
Vorläufers nach ATP - Bindung und Hydrolyse am SecA - Protein (4). Nach dem mit der Ab-
spaltung des Signalpeptids durch die Signalpeptidase verbundenen Membrandurchtritts des 
Proteins erfolgt die Freisetzung des reifen sekretorischen Proteins (5) ins Periplasma. Homo-
loge der durch dunkle Schattierung und Kursivdruck hervorgehobenen Exportkomponenten 
Se cA , Se cE, SecY und der Signa/peptidase wurden ebenfalls in Gram - positiven Bakterien 
identifiziert. 
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Neben seiner Funktion als Chaperon bewirkt das SecB - Protein auch die spezifische Heranfuh-
nmg des Vorläufers an den in der Cytoplasmamembran lokalisierten Translokatorkomplex. Der 
Komplex aus SecB und Vorläuferprotein besitzt eine hohe Affinität zu dem membranasso-
ziiertem SecA - Protein, welches als peripherer Bestandteil des Translokators den Rezeptor fur 
diesen Komplex darstellt (Hartl et al. , 1990). Das 102 kDa große SecA - Protein kommt 
sowohl frei im Cytoplasma als auch mit der Membranen assoziiert vor (Akita et al. , 1991; 
Cabelli et al., 1991). Ein kleiner Teil des frei im Cytoplasma lokalisierten SecA - Proteins liegt 
vermutlich in einem labilen Komplex unbekannter Struktur von 500 - 1000 kDa vor (Driessen, 
1993). Der überwiegende Teil des SecA - Proteins liegt sehr wahrscheinlich als Homodimer 
vor (Driessen, 1993). In dieser Form taucht das SecA - Protein während der Translokation tief 
in die Membran ein, was sehr wahrscheinlich durch die hierbei stattfindenden Wechselwir-
kungen des SecA- Proteins mit den Komponenten des integralen Translokators zum Eindrin-
gen des Vorläufers in die Membran fuhrt (Ulbrandt et al., 1992). 
Das SecA - Protein stellt durch die sog. Translokations - ATPase - Aktivität, welche die Bin-
dung und Hydrolyse von ATP umfaßt, die Energie zur Verfugung, welche zur Einlagerung der 
ersten 20 Aminosäuren des Vorläuferproteins in die Membran und zur anschließenden Freiset-
zung des Vorläufers von dem SecA - Protein notwendig ist (Cunningham u. Wickner, 1989; 
Lill et al., 1990). Diese Translokations - ATPase - Aktivität des SecA - Proteins wird durch die 
Wechselwirkungen mit sauren Phospholipiden der Membran, dem SecY/SecE - Komplex als 
Bestandteil des Translokators und Vorläuferproteinen stimuliert (Lill et al. , 1990). Nach 
erfolgter Initiation des Exportvorganges durch das SecA - Protein wird die weitere Protein-
translokation dann weitgehend durch das elektrochemische Membranpotential getrieben 
(Schiebel et al., 1991). Das SecA - Protein ist wegen der Bereitstellung der zur Translokation 
notwendigen Energie und seinen vieWiltigen Wechselwirkungen (s.o.) die zentrale Kompo-
nente im Proteinexportapparat Gram - negativer Bakterien und schleust den Vorläufer in den 
Exportweg ein. 
Das secA - Gen ist mit dem GenX, welches fur ein exportiertes Protein unbekannter Funktion 
kodiert, und dem Mutatorgen l11utT in einem Operon organisiert (Schmidt et al. , 1991). Die 
Synthese des SecA - Proteins ist abhängig von der Transkription des stromaufwärts liegenden 
Ge"X (Schmidt et al., 1988). Die zelluläre SecA - Konzentration steigt um das 10 - 20 fache, 
wenn die durch Exportstreß ausgelöste Akkumulation von Vorläuferproteinen im Cytosol zu 
Stönmgen am Translokator fuhrt (Gardei et al., 1987; Oliver u. Beckwith, 1982; Rollo u. Oli-
ver 1988). Durch diese Störungen wird eine Dereprimierung der SecA - Synthese ausgelöst, 
die unter normalen Exportbedingungen durch die Bindung des SecA - Proteins an seine eigene 
mRNA z.T. reprimiert wird (Schmidt u. Oliver, 1989). Der intrazellulär akkumulierte Vorläu-
fer könnte im Falle eines Exportblocks möglicherweise durch die Bereitstellung einer erhöhten 
SecA - Proteinmenge exportkompetent gehalten werden. Dies würde bedeuten, daß das SecA -
Protein auch eine dem SecB - Protein vergleichbare Funktion als "molekulares Chaperon" 
Einleitung 6 
ausüben kann. Dafur spricht ebenfalls der Befund, daß der Proteinexport in einer SecB- Null-
mutante durch die Duplikation eines secA - Genfragments teilweise wiederhergestellt werden 
kann (McFarland et al., 1993). 
Das zu exportierende Vorläuferprotein wechselwirkt anschließend sequentiell mit dem SecE -
und dem Sec Y - Protein (Bieker u. Silhavy, 1990), die als Membranproteine die zentralen 
Komponenten des integralen Translokatorkomplexes darstellen. Das 49 kDa große Sec Y -
Protein durchspannt die Membran mit 10 Transmembrandomänen, wobei sowohl der Amino -, 
als auch der Carboxyterminus cytoplasmatisch lokalisiert sind (Akiyama u. Ito, 1987; Ito, 
1992). Die Überexpression und die Stabilität des SecY - Proteins sind von der gleichzeitigen 
Überexpression des SecE - Proteins abhängig, was dafur spricht, daß beide Proteine in der 
Plasmamembran funktionell miteinander wechselwirken (Matsuyama et al. , 1990). 
Das 13,6 kDa große SecE - Pro tein besitzt drei Transmembrandomänen, wobei jedoch nur der 
dritte Transmembranbereich mit der davor liegenden cytoplasmatischen Domäne fur die 
Proteinfunktion essentiell ist (Schatz et al., 1991). 
Ein Membranprotein mit zwei oder drei vorhergesagten Transmembrandomänen (Nishiyama et 
al. , 1993), das sog. SecG - Protein, ist mit den Translokatorkomponenten SecY und SecE fest 
assoziiert. Gereinigter Sec Y ISecE - Komplex enthält signifikante Mengen des SecG - Pro teins 
und das SecG - Protein kann nur bei der gleichzeitigen Freisetzung des SecE - Proteins von 
diesem Komplex gelöst werden (Brundage et al., 1990). Die Kultivierung einer secE- Mutante, 
welche gegenüber dem Wildtyp verminderte Mengen des SecE - Proteins exprimiert, fuhrt bei 
der nicht - permissiven Temperatur zu einer reduzierten Sec Y - und SecG - Proteinmenge, was 
ebenfalls auf eine Wechselwirkung des SecG - Proteins mit diesen beiden Sec - Proteinen hin-
weist. Das SecG - Protein wurde über einen biochemischen Ansatz als ein, die Proteintranslo-
kation in Membranvesikel stimulierender, 12 kDa großer, hydrophober Faktor isoliert 
(Nishiyama et a1., 1993). Dieser Befund, sowie die Tatsache, daß die Rekonstitution des 
SecY/SecE/SecG - Komplexes unter Zugabe von SecA und ATP eine effektive Proteintranslo-
kation in Proteoliposomen erlaubt (Brundage et al. , 1990 u. 1992) zeigen, daß das SecG -
Protein einen weiteren Bestandteil des Translokatorkomplexes darstellt, welcher sehr wahr-
scheinlich als Proteintunnel die Membranpassage der Exportproteine ermöglicht (Simon u. 
Blobel, 1992; Joly u. Wickner, 1993). 
Die Genprodukte der in einem gemeinsamen Operon organisierten Gene seeD und seeF sind 
als Transmembranproteine, mit je sechs die Membran durchspannenden Domänen, ebenfalls an 
der Proteintranslokation beteiligt: Kälte - sensitive secD - und secF - Mutanten verursachen 
Exportdefekte "in vivo" (Gardei et a1., 1987 u. 1990) und fuhren dadurch zur Derepression der 
SecA - Synthese (Garde1 et al. , 1990; Rollo u. Oliver, 1988). Zu Sphäroplasten zugesetzte 
SecD - spezifische Antikörper blockieren die Freisetzung von exportierten Proteinen von der 
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Plasmamembran, was eine direkte Beteiligung des SecD - Proteins an der Sekretion sehr wahr-
scheinlich macht (Matsuyama et al. , 1993). SecD - und secF - Nullmutanten weisen zwar einen 
deutlichen Sekretionsdefekt auf, sind aber unter bestimmten Bedingungen lebensfähig, d.h. daß 
die Proteine SecD und SecF zwar an der Proteinsekretion beteiligt, jedoch nicht absolut essen-
tiell sind (Pogliano u. Beckwith, 1994). Beide Proteine besitzen große periplasmatische Domä-
nen was vermuten läßt, daß zumindest ein Teil ihrer Funktion im Periplasma ausgeübt wird 
(Gardei et al., 1990). Mutationen im Signalpeptid eines sekretorischen Proteins, die den Export 
dieses Proteins blockieren, können durch Mutationen im secA - , im secY - bzw. im seeE - Gen 
supprimiert werden. Diese Suppressormutationen ermöglichen wieder den Export der Proteine 
mit verändertem Signalpeptid was darur spricht, daß die entsprechenden Exportkomponenten 
direkt mit dem Signalpeptid wechselwirken. In dem seeD - bzw. dem seeF - Gen wurden keine 
Signalsequenzmutanten - supprimierenden Mutationen gefunden (Stader et al. , 1989), was 
ebenfalls rur die Beteiligung der SecD - und SecF - Genprodukte an einem späten Schritt der 
Proteintranslokation spricht (Gardei et al., 1990). 
Die Signalpeptidase I ist ein 37 kDa großes, integrales Membranprotein mit zwei Transmem-
brandomänen und einem periplasmatischen Carboxyterminus, der das aktive Zentrum zur Ab-
spaltung der Signalpeptide während oder kurz nach der Translokation enthält (San Millan et 
al. , 1989; Dalbey u. Wickner, 1987). 
Signalpeptide der Lipoproteine werden durch die Signalpeptidase 11 (Lipoprotein - Signal-
peptidase ) abgespalten, bei welcher es sich um ein 18 kDa großes Membranprotein mit vier 
Transmembrandomänen handelt (lnnis et al., 1984). Die abgespaltenen Signalpeptide werden 
durch spezifische, in der Plasmamembran und im Cytoplasma lokalisierte Signalpeptid - Pepti-
dasen abgebaut (lchihara et al., 1986; Novak et al., 1986). 
Das eukaryontische Signalerkennungspartikel (SRP) ist ein multifunktioneller Protein - RNA -
Komplex, der an Signalpeptide bindet und die weitere Translation der rnRNA sekretorischer 
Proteine so lange verlangsamt, bis der Komplex an einen Rezeptor in der Membran des endo-
plasmatischen Retikulums (ER) bindet. Das Signalpeptid wird dann durch die Wechselwirkung 
des SRP mit diesem Rezeptor (Docking protein) freigesetzt und wechselwirkt mit der ER -
Membran, wodurch gleichzeitig die Verzögerung der Translation aufgehoben wird und die 
Translokation initiiert wird (Pugsley, 1989). Da mittlerweile Homologe von zwei Komponen-
ten des eukaryontischen SRP aus Eseheriehia eoli isoliert wurden wird vermutet, daß ein 
Homologes des SRP möglicherweise auch am Proteinexport Gram - negativer Bakterien betei-
ligt ist. Zwischen dem 48 kDa großen E.coli ffTt - Genprodukt und dem 54 kDa Protein des 
SRP, welches an der Signalsequenzerkennung beteiligt ist, wurde eine signifikante Sequenz-
homologie gefunden (Byström et al., 1983). Das E.coli fIs - Gen kodiert rur eine 4,5S RNA, 
welche vermutlich ähnliche Faltungseigenschaften wie die 7S RNA des SRP besitzt (Poritz et 
al., 1988). "In vitro" Experimente zeigten, daß ein Komplex, bestehend aus dem 54 kDa Pro-
tein des SRP und der E.coli 4,5S RNA in einem eukaryontischen Proteintranslokationsansatz 
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z.T. funktionell ist (Poritz et al. , 1990). Sequenzhomologie besteht weiterhin zwischen dem 
E.c:oliftsY - Genprodukt und der a - Untereinheit des SRP - Rezeptors in der ER - Membran 
(Gill et al., 1986). Möglicherweise stellen dieEcoli 4,5S RNA und das Ffh - Protein sowie das 
FtsY - Protein Komponenten eines alternativen Sekretionsweges fur SecB - unabhängig expor-
tierte Proteine dar (Phillips u. Silhavy, 1992). 
1.3 Proteintranslokation in Gram - positiven Balderien 
Gram - positive Bakterien besitzen im Gegensatz zu den Gram - negativen Bakterien nur eine 
Zellmembran und können Proteine direkt in das KuIturmedium sezernieren. Unter den Gram -
positiven Bakterien zeichnen sich vor allem einige Bacillus - Arten dadurch aus, daß sie eine 
Reihe löslicher extrazellulärer Enzyme (Proteasen, Amylasen, Lipasen und Phosphatasen) in 
großer Menge sezernieren (Priest 1977 u. 1989). Durch die enzymatische Aktivität dieser 
Proteine werden komplexe Nahrungsquellen aufgeschlossen und nutzbar gemacht. Wegen der 
großen Sekretionskapazität (bis zu 12 g/l) und dem Fehlen toxischer Stoffwechselprodukte 
werden vor allem einige Bacillus - Arten zur industriellen Produktion homologer und hetero-
loger Proteine eingesetzt. Zahlreiche prokaryontische Proteine wie Amylasen, alkalische und 
neutrale Proteasen (Priest, 1989), sowie eukaryontische Proteine wie das menschliche Inter-
feron und das menschliche Interleukin - 3 werden im industriellen Maßstab mit Bacillus pro-
duziert (Simonen u. Palva, 1993). Trotz des erfolgreichen Einsatzes Gram - positiver Bakterien 
in der industriellen Produktion von manchen Exoproteinen fuhrt jedoch eine starke Überex-
pression potentiell sekretierbarer Proteine zu einer Überlastung des Exportapparates und somit 
zu einer Verminderung der Ausbeute an sekretiertem Protein (Freudl, 1992; Sibakov et al. , 
1984, Ulmanen et al. , 1985). 
Die Identifizierung von Homologen der Sec - Proteine und von Bestandteilen des SRP - Kom-
plexes in Gram - positiven Bakterien spricht dafur, daß zumindest einige Schritte im Protein-
export zwischen den Gram - negativen - und den Gram - positiven Bakterien konserviert sind. 
Trotz zahlreicher experimenteller Ansätze gelang es bislang noch nicht, ein Homologes des 
exportspezifischen E coli Chaperons SecB in Gram - positiven Bakterien zu identifizieren. 
Hitzeschock - induzierte Chaperone wie DnaK, GroEL und GroES wurden hingegen sowohl 
aus Bacillus (Li u. Wong, 1992; Schmidt et al., 1992; Wetzstein et al. , 1992), als auch aus 
weiteren Gram - positiven Bakterien (Lathigra et al., 1988; Narberhaus et al., 1992) isoliert. 
Das div - Gen von Bacillus wurde zunächst als Gen identifiziert, welches bei der Zellteilung die 
Bildung von Septen initiiert. Temperatur - sensitive div - Mutanten zeigen bei der nicht - per-
missiven Temperatur pleiotrope Defekte bei der Zellteilung, der Sporulation, der Autolyse, der 
Kompetenzentwicklung, sowie der Sekretion extrazellulärer Enzyme (Sadaie u. Kada, 1985; 
Sadaie et al. , 1991). Die Sequenzierung des klonierten div - Gens zeigte, daß die abgeleitete 
Aminosäuresequenz zu 53% mit dem Ecoli SecA - Pro tein identisch ist (Sadaie et al., 1991). 
Das sec:A - Gen aus Bacillus subtilis wurde ebenfalls durch die Hybridisierung chromosomaler 
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Bacillus - DNA mit einer Ecoli secA - Gensonde identifiziert (Overhoff et al. , 1991). Das 
Wachstum verschiedener Temperatur - sensitiver Ecoli secA - Mutanten wird unter bestimm-
ten Bedingungen durch das B.subülis SecA - Protein komplementiert. Weiterhin fuhrt die Ex-
pression des B.subtilis SecA - Proteins in der Ecoli Mutante BAl3, welche bei der nicht -
permissiven Temperatur kein SecA mehr synthetisiert, zur einer Verbesserung des proOmpA -
Sekretionsdefekts (Klose et al., 1993). Das B.subülis SecA - Protein kann demnach fehlendes 
oder nicht - funktionelles Ecoli SecA bedingt ersetzen was darauf hinweist, daß die SecA -
Proteine in dem jeweiligen Organismus ähnliche Funktionen übernehmen. Dazu gehört auch die 
Bereitstellung der zur Translokation notwendigen ATPase Aktivität. Eine ATP- Bindungsstelle 
konnte durch gerichtete Mutagenese im B.Slfbtilis SecA - Protein lokalisiert werden (Klose et 
al. , 1993). Weitere Übereinstimmungen mit dem Ecoli SecA bestehen auch bezüglich der 
Affinität zu dem SecY/SecE - Komplex, Phospholipiden und Präprotein (van der Wolk et al., 
1993). Die Transkription des Ecoli secA - Gens erfolgt hauptsächlich durch den vor dem 
Gel/X gelegenen Promotor. Die Expression des E eoli SecA - Proteins unterliegt der Auto-
regulation, an der der intergenische Bereich zwischen dem im Operon vorgeschalteten GenX 
und dem secA - Gen beteiligt ist. Da der vor dem B.subülis secA - Gen identifizierte offene 
Leserahmen keine signifikante Homologie zu dem GenX aufweist und vor dem B.subülis secA-
Gen potentielle Promotorstrukturen gefunden wurden, unterliegt die SecA - Synthese in 
B.subtilis vermutlich keiner direkt vergleichbaren Regulation. 
Mit dem secA - Gen aus Staphylococcus carnOSllS konnte ein weiteres Gram - positives seeA -
Homologes isoliert werden. Das S.earnosus SecA zeigt 60% Identität zu dem B.subülis - und 
46% Identität zu dem Ecoli SecA - Protein. Diese Verteilung spiegelt sich in der heterologen 
Komplementation von seeA - Mutanten wider: Das S.earnosus SecA kann das entsprechende 
Protein aus B.Slfbtilis, nicht aber das SecA aus Ecoli funktionell ersetzen. Die SecA - Proteine 
sind demnach zwischen den Gram - negativen und - positiven Bakterien nicht frei austauschbar 
(persönliche Mitteilung M. Klein, R. Freudl). 
Durch die Sequenzanalyse des Spectinomycinoperons von B.subtilis wurde ein Homologes des 
Eco!i secY - Gens identifiziert. Wie in Ecoli liegt das B.Slfbtilis seeY - Gen unmittelbar hinter 
dem fur das ribosomale Protein L15 kodierenden Gen (Suh et al., 1990). Gleichzeitig wurde 
das B.subtilis seeY - Gen auch durch die Verwendung einer Eeoli seeY - Gensonde isoliert 
(Nakamura et al., 1990a). Das B.Sllbtilis Sec Y - Protein weist eine 41 %ige Homologie zu dem 
entsprechenden Protein von Ecoli auf. Nach Strukturvoraussagen besitzen beide Proteine 10 
Transmembrandomänen, 6 cytoplamatische und 5 extracytoplasmatische Domänen. Starke 
Expression des B.subtilis secY - Gens fuhrt im Ecoli Wildtyp zu einer Beeinträchtigung des 
Wachstums. Andererseits wird der Exportdefekt des proOmpA - Proteins durch eine moderate 
Expression des B.subtilis secY - Gens komplementiert (Nakamura et al. , 1990b). Trotz der 
strukturellen Übereinstimmungen kann das B.subtilis SecY jedoch den Wachstumsdefekt einer 
temperatursensitiven Ecoli seeY - Mutante nicht komplementieren. 
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Ausgehend von dem stark konservierten, fur das ribosomale Protein Lll kodierenden Gen 
gelang es ein secE - Homologes sowohl aus B.subtilis (Jeong et al. , 1993), als auch aus 
S. Cal'l70SlfS (Meens et al. , 1994) zu isolieren. Die Gram - positiven SecE - Homologen sind 
deutlich kleiner als das Ecol; SecE - Protein. Der Vergleich der abgeleiteten Aminosäurese-
quenzen zeigte, daß die Gram - positiven SecE - Proteine starke Homologie zu dem fur die 
Funktion essentiellen dritten Transmembranbereich und der unmittelbar davor lokalisierten 
cytoplasmatischen Domäne des Ecol; SecE - Proteins aufweisen. Der Wachstumsdefekt sowie 
der Proteintranslokationsdefekt von Kälte - sensitiven E. coli secE - Mutanten wird durch die 
Gram - positiven SecE - Proteine komplementiert. Trotz der strukturellen Unterschiede kön-
nen die Gram - positiven SecE - Proteine das Ecoli SecE - Protein funktionell ersetzen. 
Im Gegensatz zu Ecoli, wo die Abspaltung der Signalpeptide durch eine essentielle Signal-
peptidase I erfolgt, wurden in B.slfbtilis mittlerweile drei alternative Signalpeptidasen identi-
fiziert (Wong u. Doi, 1986; van Dijl et al., 1992; van Dijl persönliche Mitteilung). Die Existenz 
einer Lipoprotein - Signalpeptidase konnte in Bacillus noch nicht nachgewiesen werden, sie 
wird aber auf grund der in Bacillus "in vivo" und "in vitro" bestimmten Aktivität gefordert 
(Hayashi u. Wu, 1989). Aus dem Gram - positiven Bakterium Staphylococcus aUl'eus konnte 
eine Sigllalpeptidase II isoliert werden, welche die Signalpeptidase II von Ecoli funktionell 
ersetzen kann, wie die Komplementation konditional - letaler E coli Signalpeptidase II -
Mutanten zeigte (Zhao u. Wu, 1992). 
Durch die Isolierung von Homologen der 7S RNA und der SRP - 54 kDa - Untereinheit aus 
B.slfbtilis wurden Hinweise darauf erhalten, daß zumindest einige Proteine auch in Gram - po-
sitiven Bakterien bzw. Bacillus über einen alternativen SRP - Weg exportiert werden: Die De-
letion des fur eine ldeille, cytoplasmatische RNA (scRNA) kodierenden Genorts fuhrt zu 
Defekten in der Proteinsynthese. Durch die Expression der menschlichen 7SRNA oder der 
4,5S RNA aus Ecoli kann der Defekt aufgehoben werden was daraufhinweist, daß die scRNA 
aus B.subtilis ein Homologes der 7S RNA bzw. der 4,5S RNA darstellt (Nakamura et al. , 
1992). Durch die Verwendung einer Ecol;./jh - Gensonde konnte einfJTt - homologes Gen 
aus B.slIbtilis isoliert werden. Die Deletion des ffh - Gens fuhrt zur Letalität und beeinträchtigt 
die Translokation des ß -Laktamase - und des (X,- Amylasevorläufers (Honda et al., 1993). 
Sowohl die Identifizierung der secA -, secY - und secE - Homologen, als auch die Isolierung 
Homologer der SRP - Bestandteile aus Gram - positiven Bakterien ist ein Hinweis darauf, daß 
zumindest frühe Schritte der Translokation zwischen beiden Bakteriengruppen konserviert 
sind. Möglicherweise unterscheiden sich jedoch die späten Exportschritte, da bisher keine 
secD - bzw. secF - homologen Gene aus Gram - positiven Bakterien isoliert werden konnten. 
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Zur Identifizierung weiterer zellulärer Exportkomponenten Gram - positiver Bakterien isolier-
ten Kontinen u. Sarvas (1988) Bacillus - Mutanten, die pleiotrope Defekte in der Protein-
~ekretion aufweisen <ru - Mutanten). Es wurden zunächst Mutanten isoliert, die unter Über-
produktionsbedingungen eine verminderte a - Amylasesekretion zeigten. Durch die Charak-
terisierung chromosomaler Mutanten, in deren Kulturmedium die Konzentration der a -
Amylase und anderer Exoproteine gegenüber der im Wildtyp bestimmten Konzentration redu-
ziert ist (Kontinen u. Sarvas, 1988), wurde das prsA - Gen identifiziert, welches fur ein extra-
cytoplasmatisches Lipoprotein kodiert (Kontinen et al. , 1991). Die abgeleitete Aminosäure-
sequenz weist eine signifikante Homologie zu dem PrtM - Protein aus LactococCllS lactis auf 
(Haandrikman et al., 1991; Vos et al., 1989). Das extrazelluläre Lipoprotein PrtM ist an der 
Reifung und Aktivierung der LactococCllS - Protease PrtP beteiligt. Wahrscheinlich aktiviert 
das PrtM - Protein die Proprotease PrtP zur auto katalytischen Abspaltung des Propeptids 
(Haandrikman et al., 1991; Vos et al. , 1989). Bei dem PrtM - Protein handelt es sich somit 
vermutlich um ein extracytoplasmatisches Chaperon. Die vorausgesagte strukturelle Ähnlich-
keit des Lactococcus PrtM - Protein mit dem B.slIbtilis PrsA - Protein ließ eine entsprechende 
Funktion des PrsA - Proteins an einem späten Schritt des Proteinexports in B.subtilis vermuten 
(Kontinen et al., 1991). Untersuchungen zum Export der a - Amylase, des Subtilisins und von 
Subtilisin - Fusionsproteinen zeigten, daß in den prsA - Mutanten weder die Translokation 
bzw. Prozessierung noch die Freisetzung der Proteine ins Medium beeinflußt wird. Die in 
pr.~A - Mutanten exportierten Proteine unterliegen, wahrscheinlich wegen einer aberranten Fal-
tung, einem schnelleren Proteinabbau. Vermutlich ist das PrsA - Protein als extracyto-
plasmatisches Chaperon an der korrekten Faltung der exportierten Proteine beteiligt (Jacobs et 
al. , 1993). 
Bei der Expression von chromosomal kodierter a - Amylase ist die im Kulturmedium der 
prsA - Mutanten nachgewiesene Amylasemenge gegenüber der im Kulturüberstand des Wild-
typs vorhandenen Amylase reduziert. Bei der Überproduktion der a - Amylase ist der Anteil 
der im Kulturmedium der prsA - Mutanten nachweisbaren Amylase bezogen auf die gesamt 
synthetisierte Amylasemenge deutlich geringer, als bei der moderaten Expression chromosomal 
kodierter Amylase. Unter diesen Überproduktionsbedingungen ist außerdem die im Überstand 
der prsA - Mutanten vorhandene Protesaseaktivität gegenüber den Bedingungen einer modera-
ten Amylase - Expression deutlich reduziert (Kontinen u. Sarvas, 1988). Die Wechselwirkung 
der Exoproteine mit dem PrsA - Protein scheint daher gerade unter Überproduktionsbedin-
gungen fur eine korrekte Proteinfaltung und dadurch fur die Stabilität der ins Kulturmedium 
sezernierten Proteine entscheidend zu sein. 
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1.4 Ziele der Arbeit 
Die Überproduktion sekretorischer Proteine fuhrt zur intrazellulären Akkumulation von Vor-
läuferproteinen in E.coli und B.subtilis (Freudl, 1992). Die Sekretionskapazität der Zellen ist 
offensichtlich unter Überproduktionsbedingungen fur den Proteinexport limitierend. Durch die 
gleichzeitige Überexpression der an dem limitierenden Schritt beteiligten Exportkomponenten 
könnte der Proteinexport möglicherweise verbessert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde 
deshalb untersucht, ob der Proteinexport in E.coli und B.Slfbtilis unter Überproduktionsbedin-
gungen durch die Konzentration der Proteine SecA bzw. SecB limitiert ist, d.h. ob die Pro tein-
sekretion durch die Überexpression dieser Exportkomponenten verbessert werden kann. 
Um einen Hinweis auf die Verbreitung des PrsA - Proteins in Gram - positiven Bakterien zu 
erhalten, sollte ein Homologes des B.subtilis prsA - Gens aus Bacillus licheniformis isoliert 
werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob eine ein prsA - homologes Gen betreffende 
Mutation möglicherweise zu der erhöhten Produktivität des fur die industrielle Subtilisin-
produktion eingesetzten B.licheniformis - Stammes P300 beiträgt. 
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2. l\Ilaterial und Methoden 
2.1 Bakterienstämme und Phagen, Plasmide, Oligonuldeotide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Phagen sind in der Tabelle I aufge-
führt. Die Bezeichnug der Genotypen entsprechen der von Bachmann (1990) bzw. Piggot et 
al., (1990), angegebenen Nomenklatur. 
Tabelle 1: Verwendete Bakterienstämme und Phagen 
Arten Stämme Genotypen Referenzen 
Escheriehia CK 1953 MC4100 seeE :: TnS Kumamoto u. 
eoli Beckwith, 1985 
MCI061 araD139, ..1 (ara -leu)7696, ..1 (lae)174, Huynh et al. , 
galU, gaIK, hsdR2 (fJ(-, mK+), l1lcrBl, 1985 
lpsL(str1) 
MC4100 araD139,..1 (argF -lac)UI69, lpsLl50, Silhary et al. , 
relAl,jlbB5301, deoCl,ptsF25, rbsR 1984 
JMI09 eI4-(mcrA), recAI, endAl, gyrA96, thi - 1, Yanish - Perron 
hsdRl7, (rK-, mK+), supE44, relAl, ..1 (lae- et al., 1985 
proAB), [F', traD36,proAB, lacNZ..1 M15] 
XLI - Blue ..1 (mcrA) 183, ..1 (mcrCB - hsdSMR - Bullock et aI., 
MR 1111'1')173, endAI, supE44, thi - 1, recA, 1987 
gyrA96, relAl, lac, A-
Bacillus subtilis DB104 his, nprR2, nprEl8, ..1 aprA3 Kawamura u. 
Doi, 1984 
NIG1152 met, his, div - 341 Sadaie u. Kada, 
1985 
Bacillus DSM13 Wildtyp Smith et al. , 
Iiche17?formis 1964 
P300 Subtilisin - ÜbefJ:~roduzent Henkel KGaA 
Phage K3hl OmpA - spezifisch Morona et aI., 
1984 
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Die Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die zu den molekularbiologischen Arbeiten eingesetzten 
Plasmide: 
Tabelle 2: Verwendete Plasmide 
Plasmide Resistenzen Derivate: Klonierte Gene Referenzen 
pBAD18 ArnpR Pogliano u. Beckwith, 1994 
pBR322 ArnpR/TetR Bolivar et al., 1977 
pBR325 CrnRI ArnpRI Bolivar et al., 1977 
TetR 
pHSG576 CrnR Takeshita et al., 1987 
pJMlO ArnpR/TetR Lipase aus S. eamosus Meens et al. , 1993 
pLipPS1 CrnR Lipase aus S. earnOSlfS Popp, 1986 
pMF8 ArnpR pBR322: Genx, seeA, Schrnidt u. Oliver, 1989 
mutT aus E. eoli 
pMKL4 ArnpR pUC19: B.subtilis seeA Klose et al., 1993 
pRD87S1 ArnpR ompA - SS - MutanteS 1 Freudl et al., 1988 
pRD87S3 ArnpR ompA - SS - MutanteS3 Freudl et al., 1988 
pRH407 ArnpR/CrnR pBR325: gpsa, seeB aus Clark et al., 1980 
E.eoli 
ptkt7bkm CrnR/KanR aph des Transposons zur Verfugung gestellt von 
Tn903, tkt Herrn Dr. Sprenger, G., 
Forschungszentrum Jülich, 
IBTI 
pUC18119 ArnpR Yanish - Perron et al., 1985 
pWH1520 ArnpR/TetR Rygus u. Hillen, 1991 
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Bei den in Tabelle 3 aufgelisteten Oligonukleotiden handelt es sich mit Ausnahme der univer-
sellen Sequenz - und Reverse - Sequenz Primer des M13/pUC - Systems um spezifische 
Oligonukleotide. Es wurden der Verwendungszweck der Oligonukleotide, eingerugte 
SchnittelIen bzw. Ribosomenbindungsstellen, sowie die Position und Herkunft der als Vorlage 
dienenden publizierten oder neu bestimmten Sequenzen angegeben. 








5' - Sequenzen/Positionen 
GTAAAACGACGGCCAGT 
379 - 395 
CAGGAAACAGCTATGAC 
465 - 481 
GATAGTTGATGGATAAACTTGTTC 
keine Angaben möglich 
CAATTCATCGATATCTAGATCTCG 
keine Angaben möglich 
ACCACTAGTCTAGACTGCAGAAGGAGGGT 
SpeI XbaI PstI RB S 
TTTCTACACA 















3123 - 3137 
AATGAAGAAAATCGCAATAGCAGCTATC 
62 - 89 
TTATTTAGAATTGCTTGAAGATGAAGAAG 




Yanish - Perron et 




Rygus u. Rillen, 
1991 








durch PCR, Sadaie 





Kontinen et al. , 
1991 





4 - 21 
TTCTTTGTCGGAGACATCG 
316 - 334 
Bli3 GGCTGTACCGTCAGTTGAAT 
624 - 643 
Bli4 CTTGTCAAAGATGCTGATTT 
887 - 906 
Bli5 CTGGTCGACTTGTTTTTTCA 
Bli6 
927 - 946 
GCGGAATTCCTTTGCATCGTCGGCATT 
EcoRI 












durch PCR und 
Sequenzierung 
Die verwendeten analysenreinen Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
- Carl Roth GmbH & Co, Karlruhe 
- Serva Feinbiochemika GmbH & Co. KG, Heidelberg 
- Sigma Chemical Company, St. Louis, USA (Sigma Chemie, Deisenhofen) 
Medienkomponenten und Fertigmedien stammten von Difco Laboratories, Detroit. 
Biochemikalien und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben, von Boehringer Mann-
heim GmbH bezogen. 
Radioaktives 35S - Methionin und [a - 35S] ATP wurden von Amersham Buchler GmbH & 
Co. KG, Braunschweig geliefert. 
2.3 Medien und Lösungen 
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Einstellen des pH - Wertes auf7,2. 
M9 - Minimalmedium 
10 * Salzlösung: 














(variiert nach Miller, 1972) 
Nach dem Autoklavieren wurden fur 11 M9 -Medium folgende Substanzen gemischt: 
10 * Salzlösung 100 ml 
Glukose 50% 8 ml 
CaCI2 50 mM 
Mg S04 * 7 H20 1 M 
ggf. Thiamin 50 mg/mI 
ME - Minimaledium 
50 * Salzlösung: 
K2HP04 
NaNH4HP04 
Citronensäure * H2Ü 
Mg S04 * 7H20 








(Vogel u. Bonner, 1956) 
Für 1 I ME - Medium wurde eine C - Quelle zu einer Endkonzentration von 0,5% mit 20 ml 
50 * Salzlösung gemischt und mit H20 dest. aufgefullt. 
SP - Medium zur Transformation von B.subtilis 
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Mg SÜ4 * 7 H2ü 
Casamino Acids 
Mit NaüH aufpH - 7,2 einstellen, 15 min autoklavieren. 
SPl - Medium: 
0,8 g/l 
0,8 g/l 
4 * SP - Medium 1:4 mit H2ü dest. verdünnen, Glukose zu 0,5% (w/v) und die Aminosäuren 
zu einer Endkonzentration von 50 flg/ml zugeben, fur die der verwendete Stamm auxotroph 
ist. 
SPll - Medium: 
wie SPl - Medium, jedoch ohne Aminosäure - Supplementierung. 
TE - Puffer 
EDTA (Na2 - Salz) 
Tris HCI pH 7,4 
TES - Puffer 
NaCl 
EDTA (Na2 - Salz) 
Tris Hel pH 8,0 
1 ° * TBE - Puffer 
Tris 
Borsäure 
EOT A (Na2 - Salz) 
Lösungen fur SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese 
SDS - Probenpuffer (fur 10 ml): 
SDS 10% (w/v) 





1 * Laufpuffer 
Glycin 
SOS 


















(Sambrook et al., 1989) 
(Sambrook et al., 1989) 
(Sambrook et al., 1989) 
(Lämmli, 1970) 
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Lösungen für Agarose - Gelelektrophorese 




10 * TAE - Laufpuffer (für 5 1) 
Tris 
Essigsäure 96% 
EOT A (Na2 - Salz) 







(Sambrook et al., 1989) 
Die Anzucht von Ecoli, B.subtilis und B.licheniformis erfolgte in LB-Vollmedium bei 37°C. 
Zur Anzucht des Ecoli - Stammes CK1953 (M9-Medium) und zur Kultivierung der zu "Pulse-
chase" Experimenten eingesetzten Ecoli - Stämmen (ME-Medium) wurden Minimalmedien 
verwendet. 
Plasmid - oder Transposon - haltige E coli - Stämme wurden unter Zugabe von 40 ).tg/ml 
An1picillin, 50 ).tg/ml Kanamycin bzw. 30 ).tg/ml Chloramphenicol angezogen. Die Kultivierung 
rekombinanter Bacillus-Stämme erfolgte in Anwesenheit von 15 ).tg/ml Chloramphenicol bzw. 
30 Ilg/ml Tetracyclin. 
Die Expression von Genen unter der regulatorischen Kontrolle des lac-Promotors/Operators 
wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG, die Expression von Genen unter der Kontrolle des 
PN25 - Promotor/lac-Operators durch 1,7 mM IPTG induziert. Durch den Zusatz von L - Ara-
bi no se in einer Endkonzentration von 0,2% wurde in Ecoli die Expression von Genen indu-
ziert, welche einer Kontrolle durch das Arabinose - Operon unterliegen. Die Expression der 
Gene unter Kontrolle der regulatorischen Elemente des aus Bacillus megatel'iul11 stammenden 
Xylose - Operons wurden durch 0,5% Xylose induziert. Zur Repression der unter regulatori-
scher Kontrolle stehenden Gene wurden die Anzuchtmedien mit Glukose zu einer Endkonzen-
tration von 0,5% versetzt. Vor Zusatz des jeweiligen Induktors wurden die in Glukose - halti-
gen Medien gewachsenen Zellen mit den entsprechenden Medien ohne Glukosezugabe 
gewaschen und in diesen resuspendiert. 
2.4.1 Stammhaltullg 
Zur längerfristigen Aufbewahrung der Bakterien wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurde 
1 1111 Kultur mit 0,5ml 87%igem Glyzerin gemischt und bei -70°C aufbewahrt. 
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2.4.2 Transformation von Bakterien 
E. wh (Cohen et al., 1972) 
Eine Übernachtkultur wurde 1: 100 in frisches LB-Medium verdünnt und bis zum Erreichen 
einer OD600 von 0,4 bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4°C, 10 min, 5000 
upm, Hereus Minifuge), das Pellet in 0,5 Volumen einer eiskalten, 100 mM CaCl2-Lösung 
resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. Nach erneutem Abzentrifugieren (s.o.) wurden die 
Zellen in 0,1 Volumen eiskalter, 100 mM CaCl2-Lösung aufgenommen und 30 min auf Eis 
gehalten. 0,5 - 1 ~g DNA wurde zu 0,3 ml dieser kompetenten Zellen pipettiert. Der Trans-
formationsansatz verblieb fur weitere 30 min auf Eis. Anschließend erfolgte ein zweiminütiger 
Hitzeschock bei 42°C. Es wurde 1 ml LB-Medium bzw. LB-Medium mit 0,5% Glukose zuge-
geben, der Ansatz zur Ausprägung der Antibiotikaresistenz 60 min bei 37°C geschüttelt und 
auf Selektionsmedium ausplattiert. 
I::.c:oh CK1953 (variiert nach Miller, 1972) 
Mit einer Übernachtkultur dieses Stammes wurde M9-Minimalmedium mit 0,5% Glukose und 
50 ~g/ml Kanamycin zu einer OD600 von 0,05 angeimpft. Die Kultur wurde bis zum Erreichen 
einer OD600 von 0,3 bei 30°C inkubiert. Der Ansatz wurde anschließend fur 20 min auf Eis 
gestellt und dann zentrifugiert (4°C, 10 min, 5000 upm, Hereus Minifuge). Die Zellen wurden 
mit 1 Volumen einer eiskalten, 100 mM MgCl2-Lösung gewaschen, erneut abzentrifugiert 
(s.o.) und in 0,3 Volumen eiskalter, 100 mM CaCL2-Lösung aufgenommen. Nach weiteren 20 
min auf Eis wurden die Zellen abzentrifugiert (s.o.), in 1/15 Volumen eiskalter, 100 mM 
CaCl2-Lösung resuspendiert, und der Ansatz fur 60 min auf Eis gehalten. Zu 100 ~l dieser 
Zell suspension wurde 0,5 - 1 ~g DNA gegeben. Nach weiteren 30 min auf Eis wurde ein 
Hitzeschock bei 37°C fur 90 sec durchgefuhrt. Zur Ausprägung der Antibiotikaresistenz wurde 
der Ansatz nach Zugabe von 0,25 ml LB-Medium und 0,25 ml H20 dest. fur 60 min bei 30°C 
kultiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (s.o.), mit 100 mM MgCl2-Lösung bei RT gewa-
schen und in 0,5 ml M9-Medium resuspendiert. Je 50 - 200 j.ll dieses Transformationsansatzes 
wurden ausplattiert. 
B.suhtilis (Dubnau u. Davidoff-Abelson, 1971) 
Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 10 ml SPI-Medium mit einigen Kolonien des ent-
sprechenden Bacillus - Stammes angeimpft und über Nacht bei 30°C kultiviert. Die Vorkultur 
wurde mit 100 ml SPI-Medium zu einer OD600 von 0,1 - 0,2 verdünnt und unter starkem 
Schütteln (150upm) bei 37°C geschüttelt. Die Zellen wurden anschließend abzentrifugiert (10 
min, 5000 upm, Hereus Minifuge). Das Zellpellet wurde in 10 ml des Kulturüberstandes re-
suspendiert, welcher mit Glyzerin zu einer Endkonzentration von 10% versetzt worden war. 
Die kompetenten Zellen wurden in Aliquots zu je 0,5 ml schockgefroren und bis zu sechs 
Wochen bei -70°C aufbewahrt. Die kompetenten Zellen wurden rasch bei 37°C aufgetaut und 
zu 0,5 - 2 j.lg der zu transformierenden DNA in einen 50 ml Kolben gegeben. Nach 60 minüti-
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gem Schütteln (110 upm) bei 37°C wurden 5 ml Glukose-haltiges (0,5%) LB-Medium zugege-
ben und die Kultur fur weitere 90 min bei 37°C unter starkem Schütteln (150 upm) inkubiert. 
Zur Selektion der Transformanden wurden je 200 III des Ansatzes ausplattiert. 
2.4.3 Test auf Wachstumskomplementation konditional - letaler sec - Mutanten 
Wachstulllskomplementation des E.coli secA51ts Stammes MM52 
Der temperatursensitive Stamm MM52 wächst bei einer permissiven Temperatur von 30°C, bei 
der nicht - permissiven Temperatur von 42°C findet wegen der Synthese von nicht - funk-
tionellem SecA (Austausch von Leucin 43 gegen Prolin) kein Wachstum mehr statt (Oliver und 
Beckwith, 1982; Schmidt et a1., 1988). Der Stamm MM52 wurde mit dem pBR322 - Derivat 
pMF8 (secA+) bzw. gleichen Mikrogramm des Kontrollplasmids pBR322 bei 30°C trans-
formiert (2.4.2). Aliquots dieser Ansätze wurden aufLB -Medium ausplattiert und über Nacht 
bei 30°C und 42°C inkubiert. Anhand der Koloniezahlen wurde das Wachstum der beiden 
Transformationsansätze bei den unterschiedlichen Temperaturen verglichen. 
Wachstulllskomplementation der E.coli SecB - Nullmutante CK1953 
Die SecB - Nullmutante CK1953 (secB :: Tn5) ist nicht mehr zum Export SecB - abhängiger 
Proteine befähigt, wodurch dieser Stamm nicht mehr in Vollmedium wachsen kann. In Mini-
malmedium hingegen ist dieser Stamm wie der Wildtyp kultivierbar (Kumamoto u. Beckwith, 
1985). Zum Nachweis von funktionellem, durch das Plasmid pRH407 exprimiertem SecB -
Protein, wurden Versuche zur Wachstumskomplementation des mit diesem Vektor transfor-
mierten Stammes durchgefuhrt: Der Stamm CK1953 wurde nach der unter 2.4.2 beschriebenen 
Vorschrift mit gleichen DNA - Mengen des pBR325 - Derivates pRH407 (secB+) bzw. des 
Kontrollplasmids pRR325 transformiert. Aliquots der Transformationsansätze wurden sowohl 
auf LB - Platten, als auch zur Kontrolle auf M9 - Medium ausplattiert. Nach Inkubation über 
Nacht wurde anhand der Koloniezahlen bestimmt, ob das Plasmid pRH407 im Gegensatz zu 
dem Kontrollvektor pBR325 das Wachstum aufLB - Medium komplementiert. 
2.4.4 Isolierung eines OmpA - negativen E.coli - Stammes 
100 III einer Übernachtkultur des E. eali - Stammes MC 1 061 wurden mit 100 111 Lysat (Titer 
lO ll /ml) des OmpA - spezifischen Phagen K3hl gemischt und 20 min bei 37°C präabsorbiert. 
Aliquots dieses Ansatzes wurden auf LB - Medium ausplattiert und die Platten über Nacht bei 
ebenfalls 37°C inkubiert. Phagenresistente Kolonien wurden isoliert und zur Herstellung von 
Zell extrakten (2.5.1) in Flüssigmedium kultiviert. Durch SDS - Polyacrylamid - Gelelektro-
phorese (2.5.2) und "Western Blot" (2.5.3) mit OmpA - Antiserum wurden diese Kolonien 
bezüglich ihrer OmpA - Expression kontrolliert. Kolonien wurden dann als OmpA - negative 
Stämme verwendet, wenn kein OmpA - Antigen in den Zell extrakten nachgewiesen werden 
konnte. 
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2.5 Proteinchemische Methoden 
2.5.1 Probenaufarbeitullg für die SDS-Polyacrylamid-Gelelel{trophorese 
Gesamtzellextrakt von E. eoli (Lämmli, 1970) 
2 mt der jeweiligen Kultur wurden abzentrifugiert (10 min, 13000 upm, EppendorfZentrifuge), 
das Pellet in 400 fil SDS - Probenpuffer aufgenommen und die Zellen durch 10 minütige 
Inkubation bei 95°C aufgeschlossen. 
Gesamtzellextrakt vonB.subtilis (Le Grice et al., 1986) 
Das Zellpellet aus 2 mt Kultur wurde in 200 fil einer Lösung aus 50 ruM Tris HCI pH 7,2, 15% 
Saccharose aufgenommen. Nach Zugabe von 40 fil einer Lösung aus 0,25 ruM Tris HCI pH 
7,2, 5 mg/mI Lysozym wurde die Probe rur 5 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 
360 fil Lämmli-Probenpuffer zugemischt und rur 10 min bei 95°C hitzedenaturiert. 
Aufarbeitung der Kulturüberstände (Bensadoun u. Weinstein, 1976) 
Zur Konzentrierung der Kulturüberstände von B.subtilis wurde eine Proteinfallung mit Tri-
chloressigsäure durchgeruhrt: 1 ml Kulturüberstand wurde mit 50 fil einer 0,3%igen (w/v) 
Natrium - Desoxycholat - Lösung gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Trichloressigsäure 
wurde zu einer Endkonzentration von 10% zugesetzt und der Ansatz 30 min auf Eis gestellt. 
Die gefallten Proteine wurden durch 15 minütige Zentrifugation (4°C, 15000 upm, Eppendorf 
Zentrifuge) pelletiert. Der Niederschlag wurde 2 - 3 mal mit Aceton gewaschen, getrocknet, in 
100 fil SDS - Probenpuffer gelöst und 10 min bei 95°C hitzedenaturiert. 
2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte gemäß ihres Molekulargewichtes in 
lO%igen bzw. 17%igen SDS - Polyacrylamidgelen (Sambrook et al., 1989). 
a) Trellugel 
Lösungen 10% 17% 
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 10 ml 17 ml 
1,5 M Tris HCI pH 8,8 7,5 ml 7,5 ml 
10% SDS 0,3 ml 0,3 ml 
60% (v/v) Glyzerin 4,7 ml 4,7 ml 
10% Ammoniumperoxidisufat 0,3 ml 0,3 ml 
H20 dest. 7,2 ml 0,2 ml 
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b) SammeIgeI 
Lösungen 
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 










Die Polymerisation der Gele wurde jeweils durch Zugabe von 20 /11 TEMED gestartet. Zur 
Bestimmung der Molekulargewichte der Proteine wurden neben den denaturierten Proben auch 
Proteinlängenstandards gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte über 
Nacht bei 10 - 15 mA in hLaufpuffer (2.3). Die Gele wurden entweder zur Proteinfärbung 45 
min mit Coomassie Blue - Lösung behandelt, mit 30% (v/v) Methanolll0% (v/v) Eisessig ent-
färbt und getrocknet, oder die Gele wurden fiir den spezifischen Nachweis von Proteinen mit 
Antikörpern aufNitrozellulose geblottet (s.u.). 
2.5.3 "Western Blot" 
(Towbin et al., 1979) 
Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch die Behandlung der durch Gelelektro-
phorese aufgetrennten Proteine mit spezifischen Antikörpern. Dazu wurden die Proteine in der 
Semi - Dry - Blotting Apparatur (Pharmacia - LKB) unter Verwendung des vom Hersteller 
angegebenen diskontinuierlichen Puffersystems 1,5 Stunden bei 0,8 mA/cm2 von der Gelmatrix 
auf Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell, BA 85) übertragen. Nach dem Transfer 
wurden freie Bindungsstellen der Membran durch eine einstündige Inkubation bei 37°C in 
Lösung I (3% RSA, 10 mM Tris HCl pH 7,5, 0,9% NaCl) abgesättigt. Die weitere Aufarbei-
tung erfolgte in Lösung II (0,3% RSA, 10 mM Tris HCl pH 7,5, 0,9% NaCl, 0,1% Tween 20). 
Der 1. Antikörper aus Kaninchen wurde in einer Verdünnung von 1: 1000 zugegeben und der 
Ansatz entweder 1 Stunde bei 37°C oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Durch zweimaliges 
Waschen (30 min) mit Lösung II wurde nicht gebundener Antikörper entfernt. Ein mit Peroxi-
dase gekoppelter 2. Antikörper aus Ziegen (Hawkes et al., 1982) ermöglicht über die Bindung 
an die konstante Domäne des Kaninchen - Immunglobulins die spezifische Detektion von Pro-
teinen. Dieser 2. Antikörper wurde ebenfalls in einer 1: 1000 Verdünnung zugegeben und die 
Membran fiir eine weitere Stunde geschüttelt. Anschließend wurde das Filter zweimal mit 
Lösung Ir gewaschen. Die Farbreaktion erfolgte durch die Peroxidaseaktivität des 2. Immun-
globulins nach Zusatz von Lösung III (60 mg 0: - Chloronaphtol, 20 ml Ethanol, 80 ml H2ü, 
150 /11 H2ü2)' Die Reaktion wurde durch Abspülen der Membran mit Wasser und anschlie-
ßendes Trocknen gestoppt. 
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2.5.4 Radioaktive Marlderung von Zellproteinen und Immunfällung 
Zur Bestimmung der Exportkinetik einzelner sekretorischer Proteine wurden "Pulse - chase" 
Experimente mit 35S - Methionin nach den Angaben von Gebert et a1., 1988 und Nilsson et al., 
1993 durchgefuhrt. Die rekombinanten E.coli - Stämme MC 1061 wurden über Nacht in ME-
Medium mit 0,5% Glyzerin und allen Aminosäuren außer Methionin Oe 50 ~g/ml) in Gegen-
wart der entsprechenden Antibiotika bei 37°C kultiviert. Diese Übernachtkulturen wurden mit 
frischem Medium zu einer OD600 von 0,03 verdünnt und bis zum Erreichen einer OD600 von 
0,2 - 0,3 bei 30°C geschüttelt. Die Expression der unter der Kontrolle des Arabinose - Regu-
Ions stehenden ompA - Gene wurden dann durch Zugabe von Arabinase zu einer Endkonzen-
tration von 0,2% induziert. Die Kulturen wurden fur 5 min, 10 min, 15 min, oder 2 h 15 min 
bei 30°C induziert. Zur Einstellung identischer optischer Dichten wurden die Kulturen 
abzentrifugiert und in ME-Medium (s.o.) resuspendiert. 1,8 ml Kultur wurden durch Zugabe 
von 50 ~Ci 35S - Methionin bei 30°C markiert C'pulse"). Nach einer bzw. zwei Minuten wurde 
der Einbau radioaktiven Methionins durch Zusatz von 105 ~l "chase"- Lösung (100 ~l nicht -
radioaktives Methionin 20 mg/mI, 5 ~l Chloramphenicol 40 mg/mI) gestoppt. Proben von je 
400 ~I markierter Kultur wurden unmittelbar nach Zugabe der "chase"-Lösung und zu den 
angegebenen "chase"- Zeiten in 200 ~l eiskaltes 40%ige Trichloressigsäure pipettiert. Die 
Proben wurden zur Proteinfallung über Nacht bei 4°C gehalten. Nach dem Zentrifugieren der 
Ansätze (4°C, 10 min, 15000 upm, Eppendorf Zentrifuge) wurde das Pellet zweimal mit Ace-
ton gewaschen, getrocknet, in 60 ~l Lysepuffer I (2% SDS, 1 mM EDTA, 50 mM Tris HCI 
pH 8,0) aufgenommen und fur 5 min bei 95°C inkubiert. Anschließend wurde 1 ml Lysepuffer 
II (0,15% NaCI, 0,1 mM EDTA, 50 mM Tris HCI pH 8,0, 2% Triton X - 100) zugemischt und 
die Proben 15 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der die gelösten Proteine enthaltende 
Überstand wurde zur Präzipitation der OmpA- bzw. SecA - Proteine mit 8 ~l Anitserum 
versetzt und bei 30°C fur 90 min geschüttelt. Zur Fällung des Antigen - Antikörper Komplexes 
wurden 80 fll von StaphylococclIs aUl'eus Zellen (Pansorbin 10% (w/v), Calbiochem) zugege-
ben, die nach Herstellerangaben vorbehandelt worden waren. Die Suspension wurde 90 min bei 
30°C inkubiert. Nach Zentrifugation (20°C, 5 min, 13000 upm, Eppendorf Zentrifuge) wurden 




1% Triton X-100 
1 MNaCI 
50 mM Tris HCI pH 8,0 
0,1% SDS 
0,5 M LiCI 
50 mM Tris HCI pH 7,5 
50 mM Tris HCI pH 7,5 
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Das Pellet wurde in 40 ).11 SDS - Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 95°C hitzedena-
turiert. Nach Zentrifugation (5 min, 13000 upm, Eppendorf Zentrifuge) wurden die Proteine 
des Überstandes durch SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese (2.5.2) getrennt. Die Gele 
wurden anschließend fiir 30 min fixiert (45% Methanol, 10% Eisessig), 60 min in dem Flouro-
graphiereagenz EN3HANCETM (NEN Research Products, Du Pont) geschwenkt und zur 
Präzipitation fiir 30 min in Wasser geschüttelt. Die Gele wurden getrocknet und zur Fluoro-
graphie über Nacht bei -70°C aufRöntgenfilm (X-Ray, Fuji) exponiert. 
2.5.5 Qantifizierung radioaktiver Markierung von Zellproteinen 
Zur Quantifizierung der radioaktiven Markierung bestimmter Zellproteine wurden die tlcounts 
per minute tl (cpm) der mit 35S - Methionin markierten Proteine in dem Scintillationszähler 
Tricarb Modell 1600 CA der Firma Canberra Packard bestimmt. Dazu wurden die markierten 
Proteinbanden nach Immunfallung und SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese (2.5.2) aus 
dem getrockneten Gel herausgeschnitten und in einem Scintillationsgefaß mit 40 III dest. Was-
ser versetzt. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurden 4 ml Fluorosol (National Diagno-
stics) zugegeben und die Gefaße vor der Messung über Nacht bei 50°C inkubiert. 
2.6 DNA Technil<en 
2.6.1 Allgemeine gentechnische Methoden 
DNA Spaltung mit Restriktionsendonuldeasen 
Die DNA Spaltung mit Restriktionsenzymen wurde nach den Angaben des Herstellers 
(Boehringer Mannheim GmbH) durchgefiihrt und die DNA Spaltprodukte durch Agarose-
Gelelektrophorese (s.u.) kontrolliert. 
Auffiillen überhängender 5'-DNA Enden 
Überhängende 5'-Enden wurden durch die Polymeraseaktivität des Klenow - Fragments 
(Boehringer Mannheim GmbH) der DNA Polymerase I aus E.coli nach Sambrook et al., 1989 
aufgefullt. 
Dephosphorylierung von DNA 
Die Abspaltung von 5' endständigen Phosphatgruppen erfolgte durch die enzymatische Akti-
vität der hitzeinaktivierbaren Alkalischen Phosphatase aus Kälberdarm (CIP) von der 
Boehringer Mannheim GmbH nach Herstellerangaben. 
LigatiOilen 
Zur Ligation mit der T4 -DNA -Ligase (Boehringer Mannheim GmbH) wurden Vektor und 
Insert in molaren Verhältnissen von 1:2 bis 1: 5 in einem Volumen von 15 ).11 eingesetzt. Die 
Ligation erfolgte über Nacht bei 16°C in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer (66mM Tris 
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HCl pH 7,5, 5mM MgCI2, 1 mM DTE, 1 mM ATP) nach Zugabe von 1,5 Einheiten T4 -
DNA - Ligase. 
Agarose - Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA - Fragmenten erfolgte durch Agarose - Gelelektrophorese in T AE -
Puffer nach den Angaben von Sambrook et al., 1989. Je nach der Größe der aufgetrennten 
Fragmente wurden 0.8 - 2%ige Agarose - Gele verwendet. Zur Bestimmung der Konzentration 
und/oder der Größe der Fragmente wurden neben den in 10*Probenpuffer aufgenommenen 
DNA - Proben auch DNA - Längenstandards gelelektrophoretisch getrennt. Die DNA wurde 
in 1 %iger Ethidiumbromid - Lösung angeHirbt. 
Isolierung von DNA - Fragmenten 
Nach der Behandlung der DNA mit spaltenden und modifizierenden Enzymen, anschließender 
Gelelektrophorese und Färbung wurden die zu isolierenden DNA - Banden aus dem Gel her-
ausgeschnitten. Die DNA wurde unter Verwendung des "Geneclean"-Kits (Dianova GmbH, 
Hamburg) aus der Gelmatrix herausgelöst und gereingt. 
2.6.2 Synthese und Aufarbeitung spezifischer Oligonuldeotide 
Die zur Sequenzierung und Polymerase - Ketten - Reaktion (PCR) verwendeten spezifischen 
Oligonukleotide wurden mit dem DNA - Synthesizer der Firma Applied Biosystems (Modell 
380) nach der Phosphoramid Methode (Caruthers et al., 1987) auf einer Säule synthetisiert. 
Die spezifischen Oligonukleotide wurden durch 1 ml 25%iges Ammoniak von der Säule elu-
iert. Durch Inkubation des Eluats bei 60°C wurden die Schutzgruppen über Nacht abgespalten. 
Die Ammoniak - Lösung wurde in der Vakuumzentrifuge bis zu einem Restvolumen von 
maximal 20 fll verdampft. Nach Zugabe von 300 fll 0,3 M Natriumacetat pH 4,8 und 2 Volu-
men Ethanol wurden die Oligonukleotide über Nacht bei -20°C gefällt. Die Proben wurden 
zentrifugiert (4°C, 120 min, 15000 upm, Eppendorf Zentrifuge), das Pellet mit 70%igem und 
100%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 flI TE - Puffer aufgenommen. Reinheit 
und Konzentration der Oligonukleotide wurde durch UV - Absorptionsmessung bei 260 nm! 
280 nm und Agarose - Gelelektrophorese bestimmt. 
2.6.3 Amplifikation von DNA - Fragmenten durch peR 
Die Amplifikation des zwischen zwei spezifischen OIigonukleotiden (Primern) gelegenen 
Templates erfolgte in einem PCR Gerät der Firma Perkin EImer Cetus. Bestandteile des 
Reaktionsansatzes waren: 
• 10 flllO*Puffer (100 mM Tris HCI pH 8,3, 15 mM MgCI2, 500 mM KCI, 1 mg/mI Gelatine) 
• 20 fll dNTP - Mix Ge 1,25 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 
• je 0,5 flg der verwendeten Oligonukleotide (Primer) 
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GI 1 ng des zu amplifizierenden DNA - Bereiches (Template) 
., 2,5 Einheiten Taq - Polymerase (Boehringer Mannheim GmbH) 
Der Reaktionsansatz wurde mit H2ü dest. auf 100 IJ-I aufgefullt und mit Öl überschichtet. Die 
PCR umfaßte 30 Synthesezyklen nach folgenden Vorgaben: 
CI Denaturierung der Template - DNA bei 92°C fur 2 min 
., Annealing der Primer an die denaturierte DNA bei 55°C fur 1 min 
., Synthese der komplementären DNA durch die Taq - DNA - Polymerase bei noc fur 3 min 
Zur Aufarbeitung der PCR - Produkte wurde zunächst das Öl der PCR - Ansätze abgezogen. 
Verbliebene Öl - Reste wurden durch Extraktion mit 200 IJ-I Chloroform entfernt. Die Proben 
wurden anschließend mit Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert. Zur Fällung der DNA - Produkte 
wurden 100 IJ-I 4 M Ammoniumacetat und 200 IJ-I Isopropanol zugesetzt und der Ansatz nach 
10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (20°C, 25 min, 15000 upm, Eppendorf Zentrifuge). 
Das DNA - Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE - Puffer auf-
genommen. 
2.6.4 DNA Präparationen 
Isolierung chromosomaler DNA 
Die chromosomale DNA des E.coli - Stammes JM109, des B.subtilis - Stammes DB104 sowie 
der B.1iche17!!ormis - Stämme DSM13 und P300 wurden nach Kaiser u. Murray, 1979 fur 
DNA - DNA - Hybridisierungsexperimente (2.6.6) isoliert: 
Die Stämme wurden über Nacht in 100 ml LB - Medium kultiviert. Die Zellen wurden abzen-
trifugiert (4°C, 10 min, 8000 upm, JA10 - Rotor, Beckmann), mit eiskaltem TES - Puffer ge-
waschen und in 2 ml 25% Saccharose, 50 mM Tris HCI pH 8,0 resuspendiert. Es wurde 1 ml 
Lysozym - Lösung (10 mg/mi) zugesetzt und die Zellsuspension fur 30 min bei 37°C inkubiert. 
Nach Zugabe von 0,8 ml 0,25 M EDTA pH 8,0 wurden die Zellen 15 min auf Eis gestellt. Der 
Zellaufschluß erfolgte nach Zumischen von 2 ml Triton - Lysis - Mix (2% Triton X-I 00, 60 
mM EDTA, 50 mM Tris HCI pH 8,0) in Gegenwart von Pronase (100 IJ-g/ml) fur 3 Stunden 
bei 37°C. Das Lysat wurde mehrmals mit Phenol/Chloroform (1:1) und anschließend mit 
ChloroformIIsoamylalkohol (24: 1) extrahiert. Die chromosomale DNA wurde aus der 
wäßrigen Phase nach Zugabe von 0,25 Volumen 2 M LiCl2 und Überschichten mit 2 Volumen 
Ethanol (-20°C) gefallt. Die DNA wurde anschließend mit einem Glasstab aufgewickelt und 
nach Trocknen in 200 IJ-l TE - Puffer gelöst. 
Minilysate zur Isolierung von Plasmid DNA 
Die Präparation von Minilysaten erfolgte nach einer variierten Methode von Birnboim u. Doly, 
1979, sowie Ish - Horowitz u. Burke, 1981. 
Material und Methoden 28 
j<:.coli 
Die Zellen aus 2 ml Übernachtkultur wurden abzentrifugiert und in 100 111 Lösung I (50 mM 
Glukose, 25 mM Tris HCI pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach 5 min bei Raumtem-
peratur wurden 200 111 Lösung II (0,2 M NaOH, 1 % SDS) zugegeben, vorsichtig gemischt und 
der Ansatz 5 min auf Eis gestellt. Es wurden 150 111 Lösung III (3 M Kaliumacetat pH 4,8) 
zugesetzt und nach weiteren 5 min auf Eis das ausgefällte Protein und die chromosomale DNA 
1 min abzentrifugiert, mit Phenol/Chloroform (1: 1) extrahiert und die DNA anschließend mit 2 
Volumen Ethanol (-20°C) 2 min bei Raumtemperatur gefällt. Der Niederschlag wurde mit 
70%igem Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 111 TE - Puffer 
gelöst. 
ß.slfbtihs 
Die Zellen aus 10 ml Kultur mit einer OD600 von 1 wurden abzentrifugiert (4°C, 10 min, 5000 
upm, Hereus Minifuge), in 200111 Lösung I (s.o.) resuspendiert und nach Zugabe von Lysozym 
zu einer Endkonzentration von 5 mg/mI fur 15 min auf Eis gehalten. Es wurden 400 111 Lösung 
11 (s.o.) zugemischt und fur 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurden 300 111 der Lösung III (s.o.) 
zugegeben und der Ansatz erneut 5 min auf Eis gestellt. Die weitere Behandlung wurde, wie 
bereits fur E.coli beschrieben, durchgefuhrt. 
Plasmidisolierung im präparativen Maßstab 
Plasmide mit niedriger Kopienzahl, wie z.B. pBR322 - Derivate (15 - 20 Kopien/Zelle) wurden 
aus 500 ml Kultur, Plasmide mit hoher Kopienzahl (z.B. pVC - Derivate, 500 - 700 
Kopien/Zelle) aus 150 ml Kultur der E.coli - Stämme JMI09 oder XLI - Blue MR isoliert. Die 
Aufarbeitung dieser Kulturen erfolgte mit dem Quiagen Plasmid Maxi Kit nach Hersteller-
angaben (Diagen GmbH, Hilden). 
2.6.5 DNA - DNA ("Southern") - Hybridisierung 
Die DNA - DNA - Hybridisierungen wurden mit Digoxigenin - markierten DNA - Sonden zur 
Identifizierung und Isolierung homologer Gene durchgefuhrt. 
DNA Transfer (variiert nach Southern, 1975) 
Zur "Southern" - Hybridisierung wurde entweder durch Restriktionsenzyme gespaltene Plas-
mid - DNA oder geschnittene chromosomale DNA durch Agarose - Gelelektrophorese aufge-
trennt. Der Transfer aufNylonmembran (Ny tran NI3, Schleicher und Schuell) erfolgte in einer 
Vakuum - Blot - Apparatur (Pharmacia - LKB): Die aufgetrennte DNA wurde durch Über-
schichten des Agarose - Gels mit 0,25 M HCI depuriniert, mit einer Lösung aus 1,5 M NaCl, 
0,5 M NaOH denaturiert und anschließend mit einer Lösung aus 2,0 M NaCl, 1 M Tris HCl 
pH 5,0 neutralisiert. Der weitere Transfer erfolgte fur 1 Stunde in 20* SSC - Puffer (3,0 M 
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NaCI, 0,3 M Natriumcitrat pH 7,0). Die einzelsträngige DNA wurde durch UV - Bestrahlung 
(UV - Crosslinker, Firma Stratagene) auf der Membran fixiert. 
Hybridisierung 
Die Hybridisierung wurde nach dem Protokoll des "Nonradioactive DNA labeling and 
detection " - Kit der Boehringer Mannheim GmbH durchgefuhrt: 
Um die unspezifische Bindung der Sonde an die Nylonmembran zu verhindern, wurde die 
Membran fur 1 Stunde bei 68°C in Prähybridisierungslösung (s.u.) mit 15% bzw. bis 30% 
Formamid geschwenkt. Zur Hybridisierung wurde die Prähybridisierungslösung gegen frische 
Hybridisierungslösung (s.u.) derselben Formamidkonzentration ersetzt. Die Digoxigenin -
markierte Sonde wurde durch PCR unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide (Primer) 
und chromosomaler DNA als Vorlage nach den unter 2.6.3 beschriebenen Vorgaben durchge-
fuhrt. Abweichend von diesem Protokoll wurden dem Reaktionsansatz 1 ° 111 eines Nukleo-
tidmixes ausje 1,25 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP und 0,25 mM Digoxigenin - 11 -dUTP 
zugesetzt. Die Digoxigenin - markierte Sonde wurde unmittelbar vor der Hybridisierung durch 
10 minütiges Erhitzen bei 95°C und Abkühlen auf Eis denaturiert. Nach Zugabe der Sonde 
wurde die Nylonmembran in der Hyridisierungslösung über Nacht bei 42°C inkubiert. Zur 
Entfernung der DNA - Sonde wurde die Membran zweimal fur 5 min bei Raumtemperatur in 
einer Lösung aus 2 * SSC, 0,1% SDS und anschließend zweimal ilir 15 min bei 68°C mit einer 
Lösung aus 0,1 * SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die weiteren Schritte wurden bei Raumtempe-
ratur unter Schütteln durchgeilihrt: Die Membran wurde 1 min in Lösung I (s.u.) inkubiert, 30 
min in Puffer II (s.u.) geschwenkt und erneut kurz mit Lösung I gewaschen. Das an alkalische 
Phosphatase gekoppelte Anti - Digoxigenin - Konjugat wurde 1 :5000 in Puffer I verdünnt und 
die Membran in dieser Lösung ilir 30 min inkubiert. Durch zweimaliges Waschen mit Lösung I 
wurde ungebundenes Antikörper - Konjugat entfernt. Die Membran wurde 2 min in Puffer III 
(s.u.) äquilibriert und mit Lösung IV (s.u., 10 mlllOO cm2 Membran) in Plastikfolie einge-
schweißt und zur Farbentwicklung im Dunkeln gehalten. Diese Farbreaktion wurde durch 






5 * SSC 
0,1% (w/v) N-laurylsarcosinat 
0,02% (w/v) SDS 
5% (w/v) Blocking Reagenz 
15% bis30% Formamid 
150 mM NaCI, 100 mM Tris HCl pH 7,5 
0,5% (w/v) Blocking Reagenz in Lösung I 
100 mMNaCI, 50 mMMgClb 
100 mM Tris HCI pH 9,5 
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Lösung IV: 
Lösung V: 
2.6.6 DNA - Sequenzierung 
45 111 NBT - Lösung (75 mg/mI4-Nitroblau -
Tetrazolium - Chlorid), 
35 111 X - Phosphat - Lösung (50 mg/mI 
5 -Brom - 4 - Chlor - 3 - Indolyl -
Phosphat), 
10 ml Lösung III 
1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH 8,0 
Sowohl Plasmid - DNA, als auch PCR - Produkte wurden nach der von Sanger et al., 1977 
entwickelten Didesoxynukleotid - Terminationsmethode sequenziert. Dazu wurden die Puffer 
und Nukleotide des "Sequenase Version 2.0 DNA - Sequencing" - Kit (United States Bioche-
micals, Cleveland, Ohio) verwendet. Die Sequenzierung umfaßte die alkalische Denaturierung 
doppelsträngiger DNA, die Markierung mit 35S ATP, die Verlängerung der markierten Ketten 
und die Trennung der DNA - Ketten durch Polyacrylamid - Gelelektrophorese. 
Alkalische Denaturierung 
Etwa 1 I1g DNA in einem maximalen Volumen von 8 111 wurde nach Zugabe von 40 111 einer 
Lösung aus 0,2 M NaOH, 0,2 mM EDTA 30 min bei 37°C denaturiert. Anschließend wurden 4 
111 Neutralisierungspuffer (2 M Ammoniumacetat pH 4,5) und 100 111 Ethanol (-20°C) 
gleichzeitig zu dem Ansatz pipettiert und die denaturierte DNA rur 20 min bei -70°C gefällt. 
Die DNA wurde abzentrifugiert (4°C, 10 min, 15000 upm, Eppendorf Zentrifuge), mit 
70%igem Ethanol gewaschen und innerhalb von 90 sec in einer vorgeheizten Vakuum-
zentrifuge getrocknet. 
Annealing der Primer 
Zu der getrockneten DNA wurden 2 111 5 * Reaktionspuffer (250 mM NaCl, 100 mM MgCI2, 
200 mM Tris HCl pH 7,5), zur Plasmid - Sequenzierung 2,5 ng Primer, zur Sequenzierung der 
peR - Produkte 50 ng Primer zugesetzt. Der Annealing - Ansatz wurde mit H20 dest. auf 10 
111 aufgerullt. Die Anlagerung der Primer an die einzelsträngige DNA erfolgte rur 30 min bei 
37°C. 
. Sequenzreaktionen 
Zur Markierung der DNA mit [35S] - ATP wurden zu dem Annealingansatz folgende Kom-
ponenten zugesetzt: 
0,1 MDTT 1,0 111 
Labeling Mix (dCTP, dGTP, dTTP 
je 7,5 11m; 1:15 mit H20 dest. verdünnt) 
[a - 35S] dATP (>600 Ci/mmol) 
2,0 111 
1,0 111 
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Die Markierung wurde durch Zugabe von 2111 der 1:8 in Puffer ( 5 mM DTT, 0,5 mg/mi RSA, 
10 111M Tris HCI pH 7,5) verdünnten Sequenase Version 2.0 gestartet und für 4 min bei Raum-
temperatur durchgeführt. Nach Überführen von je 3,5 111 des Reaktionsansatzes zu 2,5 111 des 
auf 37°C vorgewärmten, basenspezifischen Terminationsmixes (z.B. ddA - Mix: dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP je 80 j1.M, ddATP 8 11M, 50 mM NaCI) erfolgte der DNA -Kettenabbruch für 4 
min bei 37°C. Die Terminationsreaktion wurde durch Zugabe von 4 111 eines Puffers aus 20 
111M EDTA, 95% Formamid, 0,05% Bromphenol Blau, 0,05% Xylen Cyanol FF gestoppt. 
Unmittelbar vor Trennung der DNA - Fragmente durch Polyacrylamid - Gelelektrophorese 
wurden die Proben 2 min bei 95°C erhitzt. 
Denaturierende Polyacrylamid - Gelelektrophorese 
Die DNA - Ketten wurden in einem 6%igen Polyacrylamid - Gel unter denaturierenden Bedin-
gungen ( 8 M Harnstoff) getrennt. 100 ml der Gel - Polymerisationslösung enthielten: 
Acrylamid/Bisacrylamid (19: 1) 20,0 ml 
Harnstoff 
10 * TBE - Puffer 





ca. 40 ml 
Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 100 111 TEMED gestartet und das Gel unverzüg-
lich gegossen. Das Gel wurde vor dem Auftragen von je 3 111 der Reaktionsansätze durch einen 
etwa halbstündigen Vorlauf auf etwa 50°C temperiert. Die Auftrennung erfolgte bei 2500 V, 
55 mA und 150 W in 1 * TBE - Puffer. Nach der Elektrophorese wurde das Gel zur Fixierung 
3 ° min in 10%ige Essigsäure gelegt und anschließend zur Entfernung des Harnstoffes 10 min 
unter fließendem Wasser abgespült. Das Gel wurde bei 80°C getrocknet und zur Autoradio-
graphie auf einem Kodak Bio Max MR - Film (Interga Biosciences, Fernwald) exponiert. 
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3. Ergebnisse 
Die Überproduktion eines sekretorischen Proteins wie z.B. des OmpA - Proteins fuhrt in Eeol; 
zur Überlastung des zellulären Exportapparates und somit zur Vorläuferakkumulation im 
Cytosol (Freudl, 1992). Nicht exportierter Vorläufer faltet dabei in eine exportinkompetente 
Konformation und kann daher nicht mehr exportiert werden. Die Sekretionskapazität kann 
unter Überpoduktionsbedingungen durch die Verfugbarkeit von cytoplasmatischen Export-
komponenten bzw. Bestandteilen des Translokatorkomplexes oder durch die Verfugbarkeit 
von Exportkomponenten, welche an der Freisetzung des Pro teins von der Cytoplasmamembran 
beteiligt sind, begrenzt sein. Denkbar wäre, daß ein größerer Anteil des sekretorischen Proteins 
möglicherweise durch die Bereitstellung einer gegenüber dem Wildtyp erhöhten cytoplasmati-
schen Chaperonkonzentration exportkompetent gehalten werden könnte, wodurch mehr Vor-
läufer dieses Proteins zur Translokation zur Verfugung steht. 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der Proteinexport in Gram - negativen bzw. in 
Gram - positiven Bakterien unter Überproduktionsbedingungen durch die Proteine SecA bzw. 
SecB limitiert ist. Dazu wurde der Einfluß einer gegenüber dem Wildtyp erhöhten SecA - bzw. 
SecB - Konzentration auf den Export eines Modellproteins bestimmt. Um die gleichzeitige 
Überexpression des secA - bzw. seeB - Gens und des fur das Exportprotein kodierenden Gens 
zu gewährleisten, wurden die entsprechenden Bakterienstämme mit jeweils zwei Plasmiden 
transformiert. Das eine Plasmid trug das fur die Exportkomponente kodierende Gen, das 
zweite Plasmid das Gen fur das sekretorische Protein. 
3.1 Untersuchungen zum Proteinexport Gram - negativer Bakterien 
3.1.1 Einfluß einer erhöhten SecA - Konzentration auf den Export des E.coli Außen-
membranproteins OmpA * 
In dem Gram - negativen Bakterium Eeoli sollte die zelluläre SecA - Konzentration durch das 
Einfuhren einer Plasmid - kodierten Kopie des seeA - Gens erhöht werden, so daß neben 
chromosomal - kodiertem SecA zusätzlich Plasmid - kodiertes SecA - Protein synthetisiert 
wird. Mit dem Plasmid pMF8 (Schmidt u. Oliver, 1989) stand ein Derivat des Vektors pBR322 
zur Verfugung, auf welchem das Genx, das secA - Gen und ein Teil des l11utT - Gens als 
Bestandteile des Ecoli secA - Operons vorliegen. 
Konstruktion der Plasmide pEF3 S 1 und pEF3 S3 zur induzierbaren Überproduktion der 
OmpA-Signalseguenzmutanten SI und S3 (OmpA *), sowie Selektion eines OmpA-negativen 
E. eoli Stammes 
Um den Einfluß einer erhöhten zellulären SecA - Konzentration auf den Proteinexport unter 
Überproduktionsbedingungen zu bestimmen wurden Bedingungen gewählt, unter denen die 
Synthese des zu untersuchenden Modellproteins zu einer deutlichen Vorläuferakkumulation 
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fLihrte. Die Signalsequenzmutanten OmpA - SI und - S3 des E.coli Außenmembranproteins 
OmpA (Abb. 3), im weiteren als OmpA * bezeichnet, sind durch eine verkürzte hydrophobe 
Region und das Einfugen positiver Ladungen am Aminoterminus des Signalpeptids charakteri-
siert. 
+ + -1 
OmpA - WT : M K K T A I A I A VAL A G F A T V A Q A J.. 
+ + + -1 
OmpA - SI: M K K TAl A R A I A VAL A G F A T V A Q A J.. 
+ + + + + -1 
OmpA - S3: M K K TAl ARA RAR A I A VAL A G F A T V A Q A J.. 
Abb. 3: Sigllalpeptide des OmpA - Wildtypproteills und der Signalsequenzmutanten 
OmpA - S1 bzw. -S3 
Die unterstrichenen Aminosäuren bilden die hydrophobe Region der Signalpeptide. Die in den 
Signalsequenzmutanten OmpA -S 1 und - S3 eingefugten Aminosäuren sind hervorgehoben. 
Dadurch werden diese Signalsequenzmutanten im Gegensatz zu dem gemischt co - (60%) und 
posttranslational exportiertem E. coli Wildtyp - Außenmembranprotein OmpA ausschließlich 
posttranslational exportiert. Die Transkription dieser Proteine durch starke Promotoren, wie 
z.B. den lac - Promotor, fuhrt zu einer wesentlich stärkeren Vorläuferakkumulation als die 
entsprechende Expression des Wildtyp - Proteins. (Freudl et aI., 1988). Die fLir diese Mutan-
ten - Proteine kodierenden Gene standen auf den Vektoren pRD87S1 und - S3 zur Verfugung 
(Freudl et aI., 1988). Diese Plasmide konnten hier jedoch nicht direkt verwendet werden, da 
die gleichzeitige selektive Replikation mit dem Plasmid pMF8 (secA) wegen der durch beide 
Plasmide vermittelten AmpiciIIinresistenz nicht möglich ist. Es wurden daher die Plasmide 
pEF3S1 und pEF3S3 (Abb. 4) konstruiert, welche durch das aph - Gen Kanamycinresistenz 
vermitteln, und auf denen zur Vermeidung letaler Effekte die Expression der ol11pA -SI bzw. 
-S3 Gene reprimierbar bzw. zur Einstellung von Überproduktionsbedingungen induzierbar ist: 
Das Ecoli aph -Gen wurde, auf einem 1,3 kb großen Pst! - Fragment lokalisiert, aus dem 
Vektor ptkt7bkm isoliert und mit dem durch Pstl linearisierten Vektor pRD87 -S 1 bzw. -S3 
ligiert. Der Ecot; Stamm JMI09 wurde mit dem Ligationsansatz transformiert und anschlies-
send die Plasmide pEF2S1 und pEF2S3, welche das aph - Gen in der selben Orientierung wie 
das ompA * - Gen inseriert haben, aus den Transformanden isoliert. Der Vektor pBAD 18 
(pogliano u. Beckwith, 1994) trägt die regulatorischen Bestandteile des aus Ecoli stammenden 
Arabinose - Operons: Das Genprodukt des arae - Gens reguliert die Expression der hinter den 
Promotor des Arabinoseoperons (araB, araA, araD) klonierten Gene. Die Transkription durch 
diesen Promotor wird durch L - Arabinose induziert (Englesberg et al. , 1965; Greenblatt u. 

























Abb. 4 : Schematische Darstellung der Konstruktion der Plasmide pEF3S1 bzw. pEF3S3 
zur induzierbaren Expression der OmpA * - Signalsequenzmutanten SI bzw. S3. aph = Ami-
noglycosid 3' - phosphotransferasegen, araC = Gen fur den Arabinose Aktivator bzw. Repres-
sor, bla = ß - Laktamasegen, bla' = unvollständiges ß - Laktamasegen, cat = Chloramphenicol-
acetyltransferasegen, lac? = ß - Galactosidasegen (a - Peptid - kodierender Bereich), ol17pA *= 
Gen für die OmpA - Signalsequenzmutanten SI bzw. -S3, tkt = Transketolasegen, MCS= 
Multiple - Klonierungsstelle, Pbad = Arabinose - Promotor, ori = Replikationsursprung 
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Das Plasmid pBAD 18 wurde mit EeoJU in der MCS und mit Seal in dem ß- Laktamasegen 
geschnitten. Der 3,74 kb große Vektoranteil wurde durch Agarose - Gelelektrophorese (2.6.1) 
von dem 875 Bp großen EcoJU/Seal - Fragment getrennt, isoliert und mit dem 1,83 kb großen 
EcoRIXlJ1171 - Fragment des Plasmids pEF2S 1 bzw. -S3 ligiert. Auf diesem EeoJU/Xl11f71 -
Fragment sind das ompA -SI bzw. -S3 Gen, das aph - Gen, sowie ein Teil des ß -Laktamase -
Gens lokalisiert. Der E.eoli Stamm JM109 wurde mit diesem Ligationsansatz transformiert 
(2.4.2). Transformanden mit dem Plasmid pEF3S1 bzw. - S3 wurden durch Selektion auf 
Kanamycin - haltigem Medium erhalten. 
Die Plasmide pEF3S1 bzw. - S3 wurden so konstruiert, daß eine 121 Bp große Deletion in 
dem ß - Laktamasegen entstand, welche zum Verlust der Ampicillinresistenz fuhrte. Die 
Expression des ompA -SI bzw. -S3 Gens war auf diesen Plasmiden durch L - Arabinose 
induzierbar. Die Induktion erfolgte jedoch nur in E.coli Stämmen wie z.B. MC1061, welche 
nicht zur Verstoffwechslung der L - Arabinose befähigt sind. Die Experimente zum 
Proteinexport in Gram - negativen Bakterien wurden daher mit diesem Stamm durchgeführt. 
Zur Charakterisierung des Exports der Plasmid - kodierten OmpA - Signalsequenzmutanten 
wurden OmpA - negative Spontanmutanten des Stammes MC1061 isoliert (2.4.4). Diese kein 
chromosomal - kodiertes Wildtyp OmpA mehr synthetisierenden Mutanten wurden dann zur 
Expression der Modellproteine OmpA * mit dem Plasmid pEF3 S 1 bzw. -S3 transformiert. Um 
den Einfluß der SecA - Überexpression auf den Export der OmpA - Signalsequenzmutanten 
bestimmen zu können, wurden diese Plasmid - haItigen Stämme anschließend mit dem pBR322 
- Derivat pMF8 (secA) bzw. mit dem Kontrollplasmid pBR322 transformiert. 
Nachweis von funktionellem, Plasmid - kodiertem SecA - Protein und der Überexpression in 
E.eoli 
Um auszuschließen, daß während der zur Plasmidpräparation des Vektors pMF8 durchge-
fuhrten Kultivierungen Mutationen aufgetreten waren, welche zur Expression von nicht funk-
tionellem Plasmid - kodiertem SecA fuhrten, wurde die Wachstumskomplementation des E. eoli 
secA51ts Stammes MM52 durch das Plasmid pMF8 bzw. durch das Kontrollplasmid pBR322 
zum Nachweis von funktionellem SecA - Protein untersucht (2.4.3). Das Wachstum des 
Stammes MM52 wurde bei der nicht - permissiven Temperatur von 42°C nur durch das Plas-
mid pMF8 komplementiert. Dies beweist, daß das zur Transformation des Stammes MC 1 0611 
pEF3 S 1 bzw. -S3 verwendete Plasmid pMF8 demnach ein funktionelles SecA - Protein 
. exprimiert. 
Die SecA - Expression, sowohl durch das chromosomale als auch durch das von dem Plasmid -
pMF8 kodierte secA - Gen unterliegt der Autoregulation, an welcher der intergenische Bereich 
zwischen dem stromaufwärts gelegenen GenX und dem secA - Gen beteiligt ist (Schmidt et al., 
1991). Es mußte demnach weiterhin nachgewiesen werden, daß durch das Einfuhren einer 
Plasmid - kodierten seeA - Kopie in dem Stamm MC10611pEF3S1 bzw. -S3/ pMF8 gegenüber 
dem Kontrollstamm (MC10611pEF3S1 bzw. -S3/pBR322) tatsächlich mehr SecA synthetisiert 
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wurde. Kulturen dieser Stämme wurden daher bis zum exponentiellen Wachstum angezogen, 
die OmpA * - Synthese wurde mit L -Arabinose induziert bzw. die Kulturen ohne Zusatz des 
Induktors weiter inkubiert. Proben dieser Kulturen wurden in der exponentiellen wie auch in 
der stationären Wachstums phase entnommen und auf gleiche Zellzahlen normierte Gesamtzell-
extrakte dieser Proben durch SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese getrennt (2.5.2). Zum 
spezifischen Nachweis der in den Stämmen exprimierten SecA - Proteine wurde anschließend 
ein IIWestern Blot" (2.5.3) mit E.eoli SecA - Antikörpern durchgefuhrt. Abb. 5 zeigt die SecA-
Proteinmengen, welche während des exponentiellen Wachstums der Stämme nach einer ein-
stündigen Induktion der OmpA * - Synthese bzw. ohne Zusatz des Induktors in den Gesamt-
zellextrakten nachgewiesen wurden: 




+ SecA konst. 
+ Induktor 
Abb. 5: "Western Blot" mit spezifischen Antikörpern gegen E.coli SecA zum Nachweis 
des SecA - Proteins in den Stämmen MCI061ompA-/pEF3S3/pBR322 (+ Kontrollplasmid) 
und MCI061ompA-/pEF3S3/pMF8 (+ SecA Imnstitutiv). Gesamtzellextrakte beider Stämme 
nach einstündiger Inkubation in An- (+) bzw. Abwesenheit (-) des Induktors zur OmpA* -
Synthese L - Arabinose (0,2%) 
In den Proben des Kontrollstammes (pEF3 S3/pBR322) war das 102 kDa große, ausschließlich 
chromosomal - kodierte SecA nachweisbar. Die synthetisierte Proteinmenge war unabhängig 
von der Anwesenheit der die OmpA * - Expression induzierenden Arabinose. Der mit dem 
Plasmid pMF8 transformierte Stamm zeigte eine gegenüber dem Kontrollstamm deutlich er-
höhte SecA - Menge. Die SecA - Synthese wurde auch hier durch den Zusatz des Induktors 
nicht beeinflußt. 
Das Einfugen zusätzlicher seeA - Genkopien fuhrte sowohl während des exponentiellen 
Wachstums, als auch in der stationären Wachstumsphase (Daten nicht gezeigt) wegen des Gen-
Dosis - Effekts zu der angestrebten deutlichen Steigerung der zellulären SecA - Proteinmenge. 
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Einfluß einer erhöhten SecA - Konzentration auf den Export der OmpA * - Signalsequenz-
mutanten 
Um den Einfluß dieser gegenüber dem Wildtyp erhöhten SecA - Konzentration auf den Export 
der .OmpA - Signalsequenzmutanten bestimmen zu können, wurde das Verhältnis zwischen 
nicht exportiertem und exportiertem und somit prozessiertem OmpA * - Protein in diesen Kul-
turen bestimmt. Dazu wurden die bereits zum SecA - Nachweis hergestellten Gesamtzellex-
trakte dieser Kulturen mit OmpA - spezifischen Antikörpern geblottet (2.5.3). 
präOmpA* .. 
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Abb. 6: "Western Blot" mit OmpA - spezifischen Antikörpern zur Untersuchung des Ex-
ports der OmpA - Signalsequenzmutante S3 bei unterschiedlichen zellulären SecA - Konzen-
trationen. Gesamtzellextrakte der Stämme MC1061ompA-/pEF3S3/pBR322 (+ Kontroll-
plasmid) und MC1061ompA-/pEF3S3/pMF8 (+ SecA konstitutiv) nach einstündiger Induk-
tion (+) der OmpA* - Synthese durch L - Arabinose (0,2%) bzw. bei Abwesenheit des Induk-
tors (-) 
Wie Abb. 6 zeigt, war in dem Kontrollstamm reifes OmpA * (36 kDa) auch unter nicht indu-
zierten Bedingungen wegen der unvollständigen Repression des Arabinose - Promotors nach-
weisbar. Die OmpA * - Expression war unter nicht - induzierten Bedingungen jedoch so gering, 
daß das gesamte als Vorläufer synthetisierte OmpA * exportiert und zu reifem OmpA * prozes-
siert wurde. Entsprechende Verhältnisse liegen bei der Expression chromosomal kodierter 
OmpA - Wildtypmengen vor (Daten nicht gezeigt). Die Induktion fiihrte bei dem Kontroll-
stamm zur Überproduktion des Plasmid - kodierten OmpA *. Neben reifem OmpA * war ein 
erheblicher Teil der gesamten OmpA * - Menge als nicht exportierter Vorläufer nachweisbar. 
Die OmpA * -Überproduktion fiihrte offensichtlich zur Überlastung des Exportapparates und 
zur Akkumulation von in eine exportinkompetente Konformation gefalteten Vorläufers. Wel-
chen Einfluß hat nun die erhöhte SecA - Menge in dem Stamm MC1061ompA-/pEF3S3/pMF8 
auf den Export des OmpA * - Proteins? Wie bei dem Kontrollstamm war unter nicht 
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induzierten Bedinungen nur reifes OmpA * nachweisbar. Die Induktion fuhrte ebenfalls zur 
Vorläuferakkumulation, nur ein Teil des synthetisierten OmpA * wurde exportiert und somit 
prozessiert. Das Verhältnis von präOmpA * zu reifem OmpA * war in beiden Stämmen 
gleich. Die Erhöhung der zellulären SecA - Konzentration fuhrte unter diesen Bedingungen 
demnach nicht zu einer Verbesserung des OmpA * - Exports, d.h. die SecA - Proteinmenge ist 
fiir die Sekretion in EcoU offensichtlich nicht limitierend. 
Mit den durchgefuhrten IIWestern Blot ll - Experimenten konnten jedoch nur stationäre Zustän-
de untersucht werden, so daß graduelle Unterschiede in der Exportkinetik eines Proteins nicht 
erfaßt wurden. Aus diesem Grund wurde die OmpA * - Exportkinetik bei unterschiedlichen 
zellulären SecA - Konzentrationen durch IIpulse chasell - Experimente (2.5.4) bestimmt. Die 
bereits beschriebenen Stämme, welche Wildtypmengen des SecA - Proteins synthetisieren 
(MCI061ompA-/pEF3S3/pBR322), bzw. das SecA überexprimieren (MC1061ompA-/ 
pEF3 S3/ pMF8), wurden in M9 - Minimalmedium angezogen. Um den Einfluß der SecA -
Überexpression auf den OmpA * - Export bei unterschiedlich starker Vorläuferakkumulation 
bestimmen zu kÖl1nen, wurde die OmpA* - Synthese dann durch L -Arabinose fur 5 min, 10 
min, 15 min oder 2h 15 min induziert. Exemplarisch werden im Folgenden die Ergebnisse ge-
zeigt, welche durch die Charakterisierung der fur 2h 15 min induzierten Proben, erhalten wur-
den: Nach der IIpulsell - Markierung wurden zu den angegebenen IIchasell - Zeiten Proben ent-
nommen und eine ImmunHUlung durchgefuhrt. Durch die Copräzipitation mit E coU SecA -
spezifischen Antikörpern und OmpA - Antiserum wurde das in Abb. 7 dargestellte Ergebnis 
erhalten: Die bei dem Molekulargewicht von 102 kDa sichtbaren Banden entsprechen dem 
E.coli SecA. Die Quantifizierung der einzelnen IIchasell - Proben durch Scintillationsmessung 
(2.5.5) ergab, daß der mit dem Plasmid pMF8 (secA) transformierte Stamm mit durchschnitt-
lich 3009 cpm eine gegenüber dem Kontrollstamm (1378 cpm) etwa zweifach erhöhte SecA -
Menge exprimiert. In dem Kontrollstamm lag unmittelbar nach der IIpulsell - Markierung fast 
ausschließlich nicht prozessiertes präOmpA * vor. Der markierte Vorläufer wurde innerhalb 
von 10 min nahezu vollständig in reifes OmpA * überfuhrt. In dem das SecA überexprimieren-
den Stamm (MC1061ompA-/pEF3S3/pMF8) entspricht das zu den jeweiligen IIchasell - Zeiten 
bestimmte Verhältnis von nicht prozessiertem Vorläufer zu exportiertem reifem OmpA * genau 
den Verhältnissen, welche fur den Kontrollstamm ermittelt wurden. Dies bedeutet, daß das 
präOmpAS3 in beiden Stämmen mit gleicher Kinetik prozessiert bzw. exportiert wurde. Das 
identische Ergebnis wurde auch nach kürzeren Induktionszeiten (s.o.), d.h. bei geringeren Vor-
läuferakkumulationen erhalten (Daten nicht gezeigt). Die im vorherigen Abschnitt beschriebe-
nen IIWestern Blotll - Experimente, sowie die hier erläuterten IIpulse chasell Versuche wurden 
ebenfalls zur Charakterisierung des Exports der Signalsequenzmutante S 1 durchgefuhrt. Durch 
die mit dieser Mutante erzielten Ergebnisse wurde bestätigt, daß die zelluläre SecA - Konzen-
tration den Export beider OmpA * - Signalsequenzmutanten unter Überproduktionsbedin-
gungen in E coU offensichtlich nicht limitiert. 
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Abb. 7: Prozessierungskinetik des präOmpA * - Proteins in den Stämmen MCI061ompA-
pEF3S3/pBR322 (+ Kontrollplasmid) und MCI061ompA- pEF3S3/pMF8 (+ SecA kon-
stitutiv). Induktion der OmpA * - Synthese rur 2 h 15 min. Anzucht, "pulse" - Markierung (2 
min) und Probenahme zu den angegebenen "chase" - Zeiten bei 30°C. Copräzipitation mit 
E. coli SecA - und OmpA - spezifischen Antiseren. 
3.1.2 Einfluß einer erhöhten SecB - Konzentration auf den Export des E.coli 
Außenmembranproteins OmpA * 
Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, daß die zelluläre SecA - Konzentration 
den Export des OmpA * - Proteins unter Überproduktionsbedingungen nicht limitiert. Im Fol-
genden wurde deshalb untersucht, ob das cytoplasmatische Chaperon SecB rur den Protein-
export unter diesen Bedingungen einen limitierenden Faktor darstellt. Daher wurde der Einfluß 
einer gegenüber der Wildtypmenge erhöhten SecB - Konzentration auf den Export der 
OmpA*- Signalsequenzmutanten bestimmt. Entsprechende Versuche wurden wie zur Unter-
suchung der Limitation durch das SecA - Protein durchgeruhrt: 
Nachweis von funktionellem, Plasmid - kodiertem SecB - Protein und Überexpression in Ecoli 
Das Plasmid pRH407 (Hengge - Aronis, 1990) ist ein Derivat des Vektors pBR325 mit einem 
chromosomalen Insert aus Ecoli, auf welchem das rur die Glyzerinphosphatdehydrogenase 
kodierende Gen gpsA und das secB - Gen lokalisiert sind. Durch die Transformation der ent-
sprechenden Stämme mit diesem Plasmid sollte die zelluläre SecB - Konzentration in E coli 
erhöht werden. Durch Komplementation des Wachstums der Ecoli SecB - Nullmutante 
CK1953 auf Vollmedium (2.4.3) wurde das Plasmid pRH407 bezüglich der Expression von 
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funktionellem SecB - Protein getestet. Das Wachstum des Stammes CK1953 auf Vollmedium 
wurde durch pRH407 komplementiert, nicht jedoch durch den Kontrollvektor pBR325. Das 
Plasmid pRH407 exprimierte demnach funktionelles SecB - Protein und wurde daher fur die 
weiteren Experimente eingesetzt. 
Einfluß einer erhöhten SecB - Konzentration auf den Export der OmpA - Signal sequenz-
mutanten 
Der OmpA - negative Stamm MC1061, welcher bereits das Plasmid (pEF3S1 bzw. -S3) zur 
induzierbaren Expression der OmpA - Signalsequenzmutante S 1 bzw. S3 trägt, wurde mit dem 
Plasmid pRH407 (secB) bzw. dem Kontrollplasmid pBR325 transformiert. Mit diesen Stäm-
men wurden "pulse chase" - Experimente durchgefuhrt. Zur Einstellung unterschiedlich starker 
Vorläuferakkumulationen wurde auch hier die OmpA * -Synthese vor der "pulse" - Markierung 
in der exponentiellen Wachstums phase fur 5 min, 10 min, 15 min oder 2h 15 min induziert. 
Exemplarisch werden im folgenden die Ergebnisse gezeigt, welche durch die Charakterisierung 
der fur 2h 15 min induzierten Proben, erhalten wurden: 
"chase" - Zeiten 
präOmpA* ~ 
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Abb. 8: Prozessierullgsh:.illetil{ des präOmpA* - Pro teins in den Stämmen MC1061 
ompA-/pEF3Sl/pBR325 (+ Kontrollplasmid) und MC1061ompA-/pEF3Sl/pRH407 
(+ SecB konstitutiv). Induktion der OmpA* - Synthese fur 2 h 15 min. Anzucht, "pulse" -
Markierung (2 min) und Probenahme zu den angegebenen "chase" - Zeiten bei 30°C. Präzipi-
tation mit OmpA - spezifischem Antiserum. 
Zu den in Abb. 8 angegebenen "chase" - Zeiten wurden Proben entnommen und fur die SDS -
Polyacrylamid - Gelelektrophorese aufgearbeitet. Der direkte Nachweis einer SecB - Überex-
pression in dem mit dem Plasmid pRH407 transformierten Stamm wurde nicht durchgefuhrt, 
da zahlreiche Literaturdaten zeigen, daß in E. caU die zusätzliche Expression von Plasmid-
kodiertem SecB - Protein in Zellen, welche Wildtypmengen von chromosomal - kodiertem 
SecB synthetisieren, zu einer deutlich erhöhten Menge von stabilem Protein fuhrte (Kumamoto 
u. Beckwith, 1985; Kumamoto u. Nault., 1989; Weiss et al., 1988). Durch die Präzipitation mit 
OmpA - spezifischen Antikörpern wurde das in Abb. 8 dargestellte Ergebnis erhalten: In dem 
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Kontrollstamm wurde markiertes präOmpA * innerhalb von 10 min nahezu vollständig zu rei-
fem OmpA prozessiert und exportiert. Der Stamm, welcher neben chromosomal - kodiertem 
auch Plasmid - kodiertes SecB synthetisiert (MC1061ampA-/pEF3Sl/pRH407), exportierte 
das Of!1pA * -Protein mit der selben Kinetik wie der Kontrollstamm. Das identische Ergebnis 
wurde auch nach kürzeren Induktionszeiten (s.o.), d.h. bei geringeren Vorläuferakkumulatio-
nen erhalten. Ein analoges Ergebnis wurde auch mit dem OmpAS3 - Protein erhalten. Diese 
Ergebnisse zeigen, daß die zelluläre SecB - Konzentration unter Überproduktionsbedingungen 
fur die Proteinsekretion in E cali offensichtlich ebenfalls nicht limitierend ist. 
3.2 Untersuchungen zum Proteinexport Gram - positiver Bakterien 
Die massive Überproduktion sekretorischer Proteine fuhrt ebenso wie bei den Gram - negati-
ven Bakterien auch bei den Gram - positiven Organismen zu einer Überlastung der Sekretions-
kapazität und zur intrazellulären Vorläuferakkumulation (Freudl, 1992; Sibakov et a1. , 1984; 
Ulmanen et a1., 1985). Die Überexpression der an dem limitierenden Schritt beteiligten zellulä-
ren Komponenten könnte somit auch bei den Gram - positiven Bakterien zu einer Verbesse-
rung der Exportkapazität fuhren. Die Identifizierung von B.subtilis - Genen, deren Genpro-
dukte zu den Sec - Proteinen von Ecali (SecA, SecE, SecY) homolog sind spricht dafur, daß 
zumindest zentrale Schritte des Proteinexportes konserviert sind (Freudl, 1992). Um zu unter-
suchen, ob in B.subtilis die Menge an SecA bzw. SecB den Proteinexport unter Überpro-
duktionsbedingungen limitiert, wurde das homologe B.subtilis SecA - Protein überexprimiert, 
bzw. das heterologe E cali SecB - Protein in B.subtilis exprimiert. 
3.2.1 Einfluß der B.subtiTis SecA - Überexpression auf den Export der Lipase aus 
Stapltylococcus Ityicus 
Induzierbare Expression der Lipase aus S. hyicus 
Bei den mit B.subtilis durchgefuhrten Experimenten wurde die Lipase aus S. hyicus als sekre-
torisches Modellprotein verwendet. Diese Lipase wird als Präproprotein synthetisiert. Bei der 
Expression der Lipase in S. hyicus wird das Signalpeptid während der Translokation abgespal-
ten und das Protein als Prolipase in das Medium freigesetzt. Die Abspaltung des Propeptids zur 
reifen Lipase erfolgt anschließend durch die proteolytische Aktivität extrazellulärer Proteasen 
(Götz et a1., 1985; Wenzig et a1., 1990). Bei der moderaten Expression der Lipase in B.subtilis 
wird das gesamte synthetisierte Enzym sekretiert und ist ausschließlich als reife Form im 
Kulturüberstand nachweisbar. Wird das Lipasegen in B.subtilis jedoch durch einen starken 
Promotor transkribiert, akkumuliert der größte Teil der synthetisierten Lipase intrazellulär als 
Präproenzym; nur ein Teil ist unter diesen Überproduktonsbedingungen im Kulturüberstand als 
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reifes Protein nachweisbar. (Diplomarbeit Frings, 1990). Zur induzierbaren Überproduktion 
der Lipase wurde der B.subtilis Stamm DB104 mit dem Plasmid pJM10 transformiert. Auf 
diesem Plasmid erfolgt die Lipaseexpression durch den mit IPTG induzierbaren und durch den 
Plasmid - kodierten Lac - Repressor regulierbaren Bakteriophagenpromotor PN25/ lac - Ope-
rator (Meens et al. , 1993). Als Resistenzmarker trägt der Vektor das fur die Chloramphenicol-
transacetylase kodierende Gen. 
Konstruktion des Plasmids pWHsecA 
Zur induzierbaren Überexpression des homologen SecA - Proteins in B.subtilis wurde das 
Plasmid pWHsecA (Abb. 9) konstruiert. Der Vektor pWH1520 ist ein Pendel - Vektor fur 
Bacillus und E.coli mit dem Promotor und dem Repressorgen des aus B.megateriu111 stam-
menden Operons zur Xyloseverwertung (Rygus u. Hillen, 1991). Das Plasmid wurde in der 
stromabwärts des Xylose Promotors gelegenen MCS mit SpeI und Asp 718 geschnitten und der 
Vektoranteil isoliert. Das B.subtilis secA - Gen wurde mit Hilfe der spezifischen Oligonukleo-
tide Bs1 und Bs2 und unter Verwendung des Plasmids pMKL4 (Klose et al., 1993) mittels 
PCR (2.6.3) amplifiziert. Das PCR - Produkt wurde an den durch die Oligonukleotide einge-
führten singulären Schnittstellen mit XbaI und Asp 718 geschnitten und mit dem Vektoranteil 
des Plasmids p WH1520 (SpeI und Asp 718) ligiert. Auf dem resultierenden Plasmid p WHsecA 
ist die Expression des B.subtilis SecA - Proteins durch Xylose induzierbar. 
Nachweis von funktionellem, Plasmid - kodiertem SecA - Protein und Überexpression in 
B.subtilis 
Die Plasmid (pWHsecA) - vermittelte Expression von funktionellem SecA - Protein in 
B.subtilis wurde durch die Komplementation des Wachstums der temperatursensitiven 
B.slfbtilis secA - Mutante NIGl152 (2.4.3) nachgewiesen: Wegen des Aminosäureaustausch 
von Prolin zu Leucin an der Position 431 des SecA - Proteins wächst diese B.subtilis Mutante 
bei der permissiven Temperatur von 30°C, jedoch nicht mehr bei 42°C (Takamatsu et al. , 
1992). Das Wachstum dieser mit dem Plasmid pWHsecA bzw. mit dem Kontrollplasmid 
pWH1520 transformierten temperatursensitiven B.subtilis Mutante wurde bei der permissiven 
und bei der nicht - permissiven Temperatur untersucht. Durch die Synthese von Plasmid -
kodiertem SecA - Protein wurde der Wachstumsdefekt der Mutante durch das Plasmid 
pWHsecA nach Xylose - Zugabe bei der nicht - permissiven Temperatur vollständig komple-
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Abb. 9: Konstruktion des Plasmids pWHsecA zur induzierbaren Expression des SecA - Pro-
teins in B.subtilis. bla = ß - Laktamasesgen, B.s. secA = secA - Gen aus B.subtilis, tet = 
Tetracyclin - Resistenzgen, xylR = Gen fiir den Xylose - Repressor, Bsl, Bs2 = spez. Oligonu-
kleotide, MCS = Multiple - Klonierungsstelle, Pxyl = Xylose - Promotor 
Nachweis der Überexpression des SecA - Proteins in B.sllbtilis und Beeinflussung des Lipase-
exportes 
Der B.slIbtilis Stamm DBI04 wurde zunächst mit dem Plasmid pJMlO zur Lipaseüber-
produktion und anschließend mit dem Vektor pWHsecA bzw. dem Kontrollplasmid pWH1520 
transformiert. Kulturen beider Stämme wurden angezogen und die Lipasesynthese mit IPTG 
induziert. Die Kulturen wurden geteilt und zur Induktion der Expression von Plasmid - ko-
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diertem SecA wurde dem einen Teil Xylose zugesetzt. Die andere Hälfte wurde hingegen ohne 
Xylose weiterinkubiert. Während des weiteren Wachstums wurden in regelmäßigen Abstän-
den Proben dieser Kulturen genommen und fiir die SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese 
(2.5.2) aufgearbeitet. Zum Nachweis des SecA - Proteins wurden die auf gleiche Zellzahlen 
normierten Zellextrakte (2.5.1) mit spezifischen Antikörpern gegen B.subtilis SecA geblottet 
(2.5.3). Exemplarisch sind in Abb. 10 die zellulären SecA - Proteinmengen dargestellt, welche 
in exponentiell wachsenden B.subtilis - Zellen nach einer dreistündigen Induktion im "Western 
Blot" nachweisbar waren: 







Abb. 10: "Western Blot" mit B.subtilis SecA - spezifischen Antikörpern zum Nachweis 
der SecA - Überexpression in B.subtilis, Gesamtzellextrakte der Stämme DB104/pJM10/ 
pWH1520 (+ Kontrollplasmid) und DB104/pJMlO/pWHsecA (+ SecA induzierbar) nach 
dreistündiger Induktion (+) des Plasmid - kodierten SecA - Proteins bzw. bei Abwesenheit des 
Induktors Xylose (-) 
In dem mit dem Kontrollplasmid pWH1520 transformierten B.subtilis Stamm repräsentiert das 
98 kDa große, im Zell extrakt nachgewiesene Protein das ausschließlich chromosomal - kodier-
te SecA - Protein. Die zelluläre SecA - Konzentration ist hier erwartungsgemäß unabhängig 
von der Anwesenheit der Xylose. Im Gegensatz dazu fiihrte die Xyloseinduktion im Fall des 
B.subfilis Stammes mit dem Plasmid pWHsecA zur Expression von Plasmid - kodiertem SecA 
und daher zu einer gegenüber dem Wildtypniveau (ohne Xylosezugabe) deutlich erhöhten zel-
lulären SecA - Konzentration. 
Um den Einfluß dieser SecA - Überexpression auf den Lipaseexport bestimmen zu können, 
wurden die auf äquivalente Zellzahlen bezogenen Proben der Zellextrakte und jeweils zwei 
Parallelproben der Kulturüberstände mit Lipase - spezifischem Antiserum geblottet (Abb. 11): 
Der Kontrollstamm akkumulierte einen Teil des als Präprolipase synthetisierten Vorläufers von 
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94 kDa intrazellulär. Nur ein Teil der gesamten Lipase wurde exportiert und war als reife 
Lipase mit einem Molekulargewicht von etwa 45 kDa im Überstand nachweisbar. In dem 
Stamm DBI04 pJMI0/pWHsecA, welcher das SecA - Protein unter diesen induzierten Bedin-
gung~n überexprimiert (s.o.) akkumulierte ebenfalls einen Teil der gesamten Lipase intrazellu-
lär; auch hier wurde nur ein Teil als reife Lipase ins Kulturmedium exportiert. 
Präprolipase ~ 
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Abb. 11: "Western Blot" mit Lipase - spezifischen Antikörpern zur Bestimmung des 
Exports der Lipase in B.subtilis bei unterschiedlichen zellulären SecA - Konzentrationen, 
Gesamtzellextrakte (Z) und Parallelproben der Kulturüberstände (Ü) der Stämme 
DB 104/pJMl O/p WH1520 (+ Kontrollplasmid) und DB 1 04/pJMlO/p WHsecA (+ SecA iodu-
zierbar) nach dreistündiger Induktion des Plasmid - kodierten SecA - Pro teins 
Sowohl das Verhältnis von akkumulierter Präprolipase zu reifem Protein, als auch die absolu-
ten Mengen der exportierten reifen Lipase waren in beiden B.subtilis Stämmen gleich, d.h. die 
. SecA - Überexpression fuhrte unter Überproduktionsbedingungen nicht zu einer Exportverbes-
serung. Hieraus folgt, daß die zelluläre SecA - Konzentration, analog zur Situation in E.coli, 
fur den Proteinexport in B.subtilis anscheinend nicht limitierend ist. 
3.2.2 Einfluß der Expression des E.coli SecH - Proteins auf den Export der Lipase in 
B.subtilis 
Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, daß der Proteinexport in B.subtilis durch die zelluläre 
SecA - Konzentration nicht limitiert ist. Es wurde daher untersucht, ob die Expression des 
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exportspezifischen Chaperons SecB in B.slIbtilis zu einer Exportverbesserung fuhrt. Da bisher 
in keinem Gram -. positiven Organismus ein SecB - homologes Protein identifiziert werden 
konnte, wurde der Einfluß der Expression des heterologell' SecB - Proteins aus E eoli in 
B.subtilis auf den Proteinexport unter Überproduktionsbedingungen untersucht. 
Konstruktion des Plasmids p WHsecB 
Zur induzierbaren Expression des heterologen Eeoli SecB - Proteins in B.sllbtilis wurde das 
Plasmid pWHsecB (Abb. 12) konstruiert. Der Vektor pWH1520 wurde in der stromabwärts 
des Xylose Promotors gelegenen MCS mit SpeI und Asp718 geschnitten und der Vektoranteil 
isoliert. Das Ecoli seeB - Gen wurde mit Hilfe der spezifischen Oligonukleotide Ecl und Ec2 
und unter Verwendung des Plasmids pRH407 als Template (Clark et al. , 1980) mittels PCR 
(2.6.3) amplifiziert. Das PCR - Produkt wurde an den durch die Oligonukleotide eingefuhrten 
Schnittstellen mit ~peI und Asp718 geschnitten und in den mit den selben Enzymen gespalte-
nenVektoranteil des Plasmids pWH1520 ligiert. Auf dem resultierenden Plasmid pWHsecB ist 
die Expression des Ecoli SecB - Proteins in B.subtilis durch Xylose induzierbar. Der Nach-
weis, daß durch das Plasmid p WHsecB funktionelles SecB - Protein exprimiert wird, konnte 
hier nicht durch den Test aufWachstumskomplementation einer Ecoli seeB - Mutante gefuhrt 
werden, da der Xylose - Promotor in Eeoli nicht induziert werden kann. Um PCR - Fehler und 
somit potentiell die SecB - Expression beeinträchtigende Mutationen ausschließen zu können, 
wurde das gesamte auf dem Plasmid pWHsecB lokalisierte Insert (seeB - Gen mit angren-
zenden nichtkodierenden Bereichen) mit Hilfe der spezifischen Primer WHI und WH2 
sequenziert. Die ermittelte Sequenz entspricht der des Wildtyp seeB - Gens aus Ecoli, so daß 
von der Expression von funktionellem SecB - Protein durch das Plasmid pWHsecB in 
B.slIbtilis ausgegangen werden konnte. 
Expression des heterologen Ecoli SecB - Proteins in B.subtilis und Effekt auf den Lipase-
export 
Um den Einfluß der Expression des Ecoli SecB - Proteins auf den Export der Lipase in 
B.slIbtilis bestimmen zu können, wurde der B.subtilis Stamm DB 104 zunächst zur induzierba-
ren Lipaseexpression mit dem Plasmid pJMI0 (Meens et al., 1993) und anschließend mit dem 
Plasmid pWHsecB bzw. dem Kontrollplasmid pWH1520 transformiert. Zunächst wurde die 
Expression des Ecoli SecB - Proteins in dem mit pWHsecB transformierten Stamm nachge-
wiesen. Dazu wurde dieser Stamm (DB104/pJMlO/pWHsecB) und der Kontrollstamm 
(DBI04/pJMlO/pWHI520) angezogen und in der exponentiellen Wachstumsphase zur Lipase-
induktion mit IPTG versetzt. Die Kulturen wurden geteilt und der einen Hälfte zur Expression 
des SecB - Proteins zusätzlich Xylose zugesetzt. Nach einer weiteren Inkubation fur drei 
Stunden wurden Proben der Kulturüberstände und der Zell pellets genommen und aufgearbeitet 
(2.5.1). Zum Nachweis der Expression des SecB - Proteins wurden die auf gleiche Zellzahlen 
bezogenen Proben der Zellextrakte mit E.eoli SecB spezifischen Antikörpern geblottet. Die 
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Abb. 13 zeigt, daß in dem Kontrollstamm erwartungsgemäß kein SecB - Protein nachweisbar 
war und keine Kreuzreaktivität mit Bacillus - Proteinen auftrat. Der mit dem Plasmid 
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bla 
Abb. 12: Konstruktion des Plasrnids pWHsecB zur induzierbaren Expression des E.coli 
SecB - Proteins in B.slIbtil;s. bla = ß -Laktamasesgen, E.c. secB = secB - Gen aus E.coli, tet = 
Tetracyclin - Resistenzgen, xylR = Gen rur den Xylose - Repressor, Ecl, Ec2 = spez. Oligo-
nukleotide, MCS = Multiple - Klonierungsstelle, Pxyl = Xylose - Promotor 
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+ Kontroll- +SecB indu-
plasmid zierbar 
+ + Xylose 
E. eali SecB ~ 
Abb.13: "Western Blot" mit Antikörpern gegen das E.coTi SecB - Protein zum Nachweis 
der SecB - Expression in B.subtilis. Gesamtzellextrakte der Stämme DB 104/pJM 10/pWH 1 520 
(+ Kontrollplasmid) und DB 1 04/pJMl O/p WHsecB (+ SecB induzierbar) nach dreistündiger 
Induktion des SecB - Proteins (+) bzw. ohne Zusatz des Induktors Xylose (-). 
+ Kontroll- +SecB induzierbar 
plasmid 
- + + + + Xylose 
Z Ü Z Ü Z Ü Z Ü 
Präprolipase ~ 
reife Lipase ~ . 
Abb.14: "Western Blot" mit Lipase - spezifischen Antikörpern zur Bestimmung des Ein-
flusses der Expression des E.eali SecB - Proteins auf den Export der Lipase in B.subtilis. 
Gesamtzellextrakte (Z) und Parallelproben der Kulturüberstände (Ü) der Stämme DB 1 041 
pJM 10/p WH1520 (+ Kontrollplasmid) und DB 104/pJMl O/p WHsecB (+ SecB induzierbar) 
nach dreistündiger Induktion des SecB - Proteins (+) bzw. ohne Zusatz des Induktors 
Xylose (-). 
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Die Größe des in B.sllbtilis synthetisierten SecB - Proteins wurde durch SDS - Polyacrylamid -
Gelelektrophorese zu 16 kDa bestimmt. Dies entspricht dem Molekulargewicht, welches rur 
das im homologen Organismus exprimierten E. eoli SecB - Proteins ermittelt wurde. Das E. eoli 
SecB - Protein scheint demnach in B.sllbtilis stabil zu sein und keinem Abbau zu unterliegen. 
Um den Einfluß der SecB Expression auf den Lipaseexport bestimmen zu können, wurden die 
entsprechenden Proben der Zellextrakte und der Kultutüberstände mit Lipase - spezifischem 
Antiserum geblottet (Abb. 14): In den Zellextraktproben des Kontrollstammes waren unab-
hängig von der Xylose - Zugabe die akkumulierte, 94 kDa große Präprolipase, sowie zahlrei-
che Abbauprodukte des Lipasevorläufers nachweisbar. Nur ein Teil der gesamten Lipase 
wurde exportiert und als reife Lipase mit einem Molekulargewicht von etwa 45 kDa im Über-
stand detektiert. Diese Verteilung wurde im Kontrollstamm durch den Induktor Xylose nicht 
beeinflußt. In dem Stamm DB104/pJM10/pWHsecB wurde eine identische Verteilung von 
unprozessierter Präprolipase und reifer exportierter Lipase gefunden, unabhängig von der 
durch Xylose induzierten SecB Expression. Die Expression des heterologen Export - spezifi-
schen E.eoli Chaperons SecB hat daher keinen Einfluß auf die Effizienz des Proteinexports in 
B.subtilis unter Überproduktionsbedingungen. 
3.3 IsolierungprsA - homologer Gene aus B.liclteniformis 
Das vermutlich an einem späten Schritt der Proteintranslokation beteiligte PrsA - Protein 
wurde bisher nur inB.subtilis identifiziert (Kontinen et al., 1991). Um einen Hinweis darauf zu 
bekommen, ob das PrsA - Protein eine Spezialisierung im Proteinexport von B.subtilis ist oder 
auch in weiteren Gram - positiven Organismen verbreitet ist, sollte ein Homologes des 
B.subtilis pl'sA - Gens in dem Gram - positiven Bakterium B.lieheniformis identifiziert und an-
schließend isoliert werden. Weiterhin sollte geklärt werden, ob möglicherweise eine ein prsA -
homologes Gen betreffende Mutation die Ursache rur die erhöhte Produktivität des industriel-
len B.liehenifol'mis - Subtilisinproduzenten P300 sein könnte. Um zu untersuchen, ob eine der-
artige Mutation vorliegt, wurden daher prsA - homologe Gene sowohl aus dem B.licheni-
fOl'mis Wildtyp DSM13 als auch aus dem Produktionsstamm P300 isoliert und miteinander 
verglichen. 
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3.3.1 Hybridisierung chromosomaler DNA aus B.liclteniformis mit einer prsA -
Gensonde aus B. subtilis 
Zur IdentifizierungprsA - homologer Gene in dem B.lichenifol'mis Wildtypstamm DSM13 und 
dem B.lichell(formis Produktionsstamm P300 wurde die chromosomale DNA dieser Organis-
men mit einer prsA - Sonde aus B.subtilis in einem "Southern" - Blot hybridisiert. Als Ver-
gleich wurde ebenfalls die chromosomale DNA des Gram - negativen Escherichia eoli Stam-
mes JMI09 herangezogen. Die aus den verschiedenen Bakterienstämmen isolierte (2.6.5) und 
mit den Restriktionsenzymen EcoRI, Hind!II bzw. Hpa! geschnittene (2.6.1) DNA wurde auf-
getrennt und mit der Digoxigenin - markierten B.subtilis pl'sA - Gensonde hybridisiert (2.6.6). 
Die Hybridisierungsreaktionen wurden unter stringenten (30% Formamid), sowie unter ernied-
rigten Stringenzbedingungen (15% Formamid) durchgefuhrt. Wie Abb. 15 zeigt, lieferte die 
Hybridisierung der Sonde mit der homologen, aus B.subtilis isolierten DNA erwartungsgemäß 
unter erniedrigten Stringenzbedingungen deutliche Signale. Diese wurden auf einem etwa 20 
kb großen Hpa! -, einem 2,4 kb großen HindII! - bzw. einem 10 bis 11 kb großen EcoRI -
Fragment lokalisiert. Bei der Hybridisierung der chromosomalen DNA aus Ecoli wurden hin-
gegen keine Signale erhalten. Dies ist ein Hinweis darauf, daß in E eoli tatsächlich kein prsA -
homologes Gen existiert und schließt unter den gewählten Bedingungen gleichzeitig unspezi-
fische Hybridisiemngen mit der verwendeten Gensonde aus. Spezifische Signale wurden hinge-
gen mit der chromosomalen DNA aus dem B.lichenifol'mis - Stamm DSM13 erhalten: Hybri-
disierende Bereiche sind auf einem etwa 20 kb großen Hpa! -, einem 2,7 kb großen HindII! -
bzw. auf einem 3,6 kb großen EcoRI - Fragment lokalisiert. Die mit der chromosomalen DNA 
aus B.subtilis bzw. B.lichenifol'mis bei 15% Formamid erhaltenen spezifischen Signale wurden 
auch unter stringenten Bedingungen von 30% Formamid erhalten. 
3.3.2 Klonienmg und Sequenzienmg eines prsA - homologen Gens aus dem 
B.liclten~rormis Wild typ DSM13 
Für die Klonierung des hybridisierenden DNA - Fragments wurden partielle Genbanken der mit 
Hind!!! (2,5 - 3,0 kb) bzw. EcoRI (3,2 - 3,8 kb) geschnittenen chromosomalen B.licheniformis 
DNA in dem Eeoli Vektor pHSG576 angelegt. Im Fall der mit EcoRI geschnittenen DNA 
wurden Insert - haltige Plasmide von 60 Transformanden isoliert und durch erneute Hybridisie-
nmg auf Insetiion des pl'sA - homologen Gens untersucht. Bei einem der Transformanden 
konnte so die erfolgreiche Klonierung des zu isolierenden 3,6 kb großen chromosomalen 
EcoRI - Fragments aus B.lichenifol'mis DSM13 nachgewiesen werden. Das entsprechende 
Plasmid pDSMl (Abb. 16) wurde im folgenden weiter charakterisiert. Für die Subklonierung 
des zu sequenzierenden prsA - homologen Gens wurde das 3,6 kb große EcoRI - Fragment 
genauer untersucht. Das Plasmid pDSMl wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen 
geschnitten und die entstandenen Fragmente durch Hybridisierung mit der B.subtilis prsA -
Sonde charakterisiert. Bei den kleinsten Vektor - Fragmenten, auf welchen ein prsA - Homolo-
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ges lokalisiert war, handelte es sich um ein 1,8 kb großes PvuII - bzw. 2,4 kb großes HindIlI-
Fragment. Diese wurden isoliert und in die mit geeigneten Restriktionsenzymen linearisierten 
Vektoren pUC18 oder pHSG576 kloniert. Die so konstruierten Plasmide pDSM2 und pDSM3 
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Abb. 15: "Southern" Hybridisierung chromosomaler DNA mit der prsA - Sonde aus 
/J.sllbtilis unter erniedrigten Stringenzbedingungen von 15% Formamid. Längenstandard. 
Lambda - DNA * HindIll (1), chromosomale DNA aus E.coli JM109 * HpaI (2), 
B.lichen(fol'mis DSM13 * HpaI (3), B.subtilis DB104 * HpaI (4), E.coli JM109 * HindIll (5), 
B.lichen(fol'mis DSM13 * HindIll (6), B.subtilis DB104 * HindIJI (7), E.coli JM109 * EcoRi 
(8), B.lichenifol'mis DSM13 * EcoRI (9), B.subtilis DB 104 * EcoRi (10) 
Die Sequenzdaten wurden ausgewertet und mittels Computeranalyse mit den in der Datenbank 
(HUSAR, Heidelberg) gespeicherten Sequenzen verglichen um einmal festzustellen, ob auf 
dem hybridisierenden Fragment tatsächlich ein prsA - homologes Gen aus B.licheniformis 
lokalisiert ist und um weiterhin die Lage und die Orientierung des Gens auf dem sub klonierten 
Fragment bestimmen zu können. Es zeigte sich, daß weder die DNA im Randbereich des 
EcoRI - Fragments, noch die vor der PVllIJ - Schnittstelle (b) bestimmte DNA - Sequenz rur 
einen möglichen offenen Leserahmen kodiert. AufDNA - Ebene wurde auch keine signifikante 
Homologie mit den Sequenzen der Datenbank gefunden. Die stromabwärts der PvuIJ -
Schnittstelle (a) ermittelte Sequenz hingegen kodiert rur einen durchgehenden Leserahmen, der 
signifikante Homologie zu dem PrsA - Protein von B.sllbtilis zeigt. Weiterhin zeigte die Com-
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puteranalyse, daß dieser Teil dem fur den extremen Carboxyterminus kodierenden Bereich des 
PrsA - Homologen von B.lichenijormis entspricht. Der offener Leserahmen geht über die zur 
Subklonierung verwendete Pvull - Schnittstelle (a) hinaus, d.h. auf dem Pvu11 - Fragment ist 
nicht das vollständige prsA - Gen lokalisiert. Zur Sequenzierung des fur den Carboxyterminus 
kodierenden Bereiches und des nichtkodierenden 3' - Endes wurde der zu der bereits bestim-
mten Sequenz homologe Prim er Bli4 unter Verwendung des Plasmids pDSM3 als Template 
benutzt. Unter Ausnutzung einer in der B.Uchenijormis prsA - Teilsequenz identifizierten sin-
gulären Cid 01 - Restriktionsschnittstelle wurde zur Sequenzierung des 5' - Bereiches ein 
1. 0 kb großes EcoRI/Cji'J 01 - Fragment des Plasmids pDSM1 in den mit EcoRI/Xma1 ge-
schnittenen Vektor pUC19 inseriert. Die Sequenzierung des so konstruierten Plasmids pDSM4 
mit den universellen Primern des M13/pUC - Systems lieferte einen Teil der 5' - prsA -
Sequenz. Durch die schrittweise Verwendung der spezifischen Oligonukleotide Bli3 und Bli2, 
welche jeweils zu neusequenzierten DNA - Bereichen homolog waren, konnte schließlich die 
Sequenz des gesamten B.Uchenijormis prsA - Gens und des nichtkodierenden 5' - Bereiches 
bestimmt werden. 
3.3.3 Analyse der Sequenzdaten und Vergleich des prsA - homologen Gens aus 
B.licheniformis mit dem B.subtilis prsA - Gen 
Auf dem aus dem B.lichenijormis Wildtyp DSM13 isolierten 3,6 kb großen chromosomalen 
EcoR1 - Fragment wurde ein 758 Bp umfassender offener Leserahmen identifiziert (Abb. 17). 
Die Sequenzanalyse der 5' flankierenden Region zeigt, daß 9 Nukleotide vor dem ATG - Start-
kodon eine potentielle Ribosomenbindungsstelle der Sequenz AG GAG T G(100 _ 106) liegt 
(Shine u. Dalgarno, 1974), welche in funf Positionen einer fur B.subtilis angegebenen starken 
Shine - Dalgarno - Sequenz entspricht (FarweIl et al., 1992) und mit der fur das B.subtiUs 
prsA - Gen angegebenen Ribosomenbindungsstelle (Kontinen et al. , 1991) übereinstimmt. In 
Anlehnung an die Konsensus - Sequenz TAT A A T eines vegetativen B.subtiUs Promotors 
(Moran et al., 1982) könnte die Sequenz T T TA A A(83 _ 88) eine potentielle -10 Region und 
in einem Abstand von 15 Nukleotiden oder 20 Nukleotiden die Sequenz A T GA T A(57 - 62 
oder 62 - 67), (Konsensus: T T GA CA) eine potentielle -35 Region eines Bacillus - Promo-
tors darstellen. Stromabwärts des Stopkodons T G A könnte ein 13 Bp langer "inverted - re-
peat" von der Position 981 - 994 und 10 1 0 - 1 023 fur eine rho - unabhängige Transkriptions -
Termination sorgen. Die Translation der ermittelten Sequenz zeigt, daß es sich bei dem PrsA -
Homologen von B.Uchentformis um ein Protein aus 286 Aminosäuren mit einem vorausgesag-
ten Molekulargewicht von 32 kDa handelt. Den Aminoterminus bildet ein 19 Aminosäuren 
langes Signalpeptid mit einem positiv - geladenen extremen Aminoterminus (Met - Lys+ -
Lys+), einem hydrophoben Segment von 13 Aminosäuren und einer durch die Lipoprotein -
Signalpeptidase erkannten Konsensussequenz von Leu - Ser - Alal Cys - Ser - Gly. Nach 
Hydrophobizitätsanalysen besitzt das reife Protein keine Transmembrandomäne und nimmt zu 
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Abb.16: Subldollierung des in dem Plasmid pHSG576 Idonierten 3,6 kb großen chromo-
somalen EcoRl - Fragments aus B.licheniformis DSM13. Die Vektorbereiche sind sche-
matisch als schwarze Linien, die subklonierte DNA aus B.licheniformis als schraffierte Balken 
dargestellt. 
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10 MaeI 20 30 40 50 
AAATTTGACT AGACGGATGC CCCTCTGTTG AAAATCTTTT TACAGCATGT 
Blil----------7 
60 70 80 90 100 
CAGAATATGA TATGATACAA TTCAAAGGAA AGTTTAAACT GTTATGATTA 
-35 Region -10 Region 
110 120 130 140 150 
GGAGTGTTTG CATTTATGAA GAAGATTGCA ATTGCGGCGA TTACAGCGAC 
RES M K K I A I AAl TAT 
160 170 180 190 200 
AAGCGTGCTG GCTCTCAGCG CATGCAGCGG GGGAGATTCT GAGGTTGTTG 
SV LA L S AC S G GD S E V V 
210 220 230 240 250 
CGGAAACAAA AGCTGGAAAT ATTACAAAAG AAGACCTTTA TCAAACATTA 
A E T K A GN I T K E D L Y Q TL 
260 270 280 290 300 
AAAGACAATG CCGGAGCGGA CGCACTGAAC ATGCTTGTTC AGCAAAAAGT 
KDN AGAD ALN MLV QQKV 
310 320 330 340 350 
ACTCGATGAT AAATACGATG TCTCCGACAA AGAAATCGAC AAAAAGCTGA 
L D D K Y D V S DK EID KK L 
~---------Bli2 
360 370 380 390 400 
ACGAGTACAA AAAATCAATG GGTGACCAGC TCAACCAGCT CATTGACCAA 
NE Y K K SM GD Q LN Q LID Q 
410 420 430 440 450 
AAAGGCGAAG ACTTCGTCAA AGAACAGATC AAATACGAAC TTCTGATGCA 
K GE D F V K E Q I K YE L LM Q 
460 470 480 490 500 
AAAAGCCGCA AAGGATAACA TAAAAGTAAC CGATGATGAC GTAAAAGAAT 
K A A K D NI K VT D DD VK E 
510 520 530 540 550 
ATTATGACGG CCTGAAAGGC AAAATCCACT TAAGCCACAT TCTTGTGAAA 
Y Y D G L KG K I H L S H I LV K 
560 570 580 590 600 
GAAAAGAAAA CGGCTGAAGA AGTTGAGAAA AAGCTGAAAA AAGGCGAAAA 
E K K T AE E VE K K LK K GE K 
610 620 630 640 650 
ATTCGAAGAC CTTGCAAAAG AGTATTCAAC TGACGGTACA GCCGAAAAAG 
FE D LA K E Y S T D GT AE K 
~---------Bli3 
660 670 680 690 700 
GCGGCGACCT CGGCTGGGTC GGCAAAGACG ATAACATGGA CAAGGATTTC 
GGDLGWV GKD DNMD KDF 
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710 720 730 740 750 
GTCAAAGCGG CATTTGCTTT GAAAACCGGC GAAATCAGCG GACCTGTGAA 
V K A A FA L K T GEI S G P V K 
760 770 780 790 800 
ATCCCAATTC GGCTATCACA TCATTAAAAA AGACGAAGAA CGCGGCAAAT 
S Q F GY H I I KK D E ERG K 
810 820 830 840 850 
ATGAAGACAT GAAAAAAGAG CTTAAAAAAG AAGTCCAAGA ACAAAAGCAA 
Y E DM K KE LK K E VQ E Q K Q 
860 870 880 890 900 
AATGATCAAA CTGAACTGCA ATCCGTCATT GACAAACTTG TCAAAGATGC 
ND Q TEL Q S V I D K LV KD A 
Bli4--------
910 920 930 940 950 
TGATTTAAAA GTAAAAGACA AAGAGTTGAA AAAACAAGTCGACCAGCGTC 
D L K V K D KE L K K Q v D Q R 
~----------Bli5 
960 970 980 990 1000 
AAGCTCAGAC AAGCAGCAGC AGCTGACGCC AAAAAAGCTGTCCTCCCCTC 
Q A Q T S S S S AcYI 
1010 1020 1030 1040 1050 
GTTGGGGTCG GACAGCTTTT TTTATGCGAT GGAATGGCTG TCAGCCGATT 
1060 1070 1080 1090 1100 
TTTCATGCTG TTCTTGATCT TCATCCAGTG TACGCTTCAT GCGCTTTGCT 
1110 1120 1130 1140 1150 
TTTTCTTTTT CCATCCGTTC GATATAAATG CGGCCTTCTT TTTCGATAAA 
1160 1170 1180 1190 1200 
AGCCTGGTCA ATCTTTTCCT CTTCCTTAGA CCCGTCGTCA TCAGCTTATA 
1210 1220 1230 1240 1250 
GGCGCTGAAA ATAATGCCGA CGATGCAAAG GTACACCCAC CACGGAAACA 
~---------Bli6 
GCAGCA 
Abb. 17 : Nukleotidsequenz des prsA - homologen Gens aus B.licheniformis DSM13 sowie 
der angrenzenden nicht - Iwdierenden 5' - und 3' - gelegenen Sequenzen und abgeleitete 
Amillosäuresequenz des prsA - Leserahmells. Vermutete Promotor - Sequenzen sind unter-
strichen und mit -35 Region bzw. -10 Region, die potentielle Ribosomenbindungsstelle mit 
RBS gekennzeichnet. Start - und Stopkodon des pl'sA - Gens sind fett gedruckt, die Positionen 
des potentiellen Terminators sowie der verwendeten spezifischen Oligonukleotide sind durch 
Pfeile gekennzeichnet. Die Positionen der Schnittstellen für die Restriktionsenzyme MaeI und 
Acy!, welche zur Klonierung des pl'sA - Gens aus dem Subtilisinproduktionsstamm P300 
verwendet wurden, sind kursiv gedruckt. 
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Der Homologievergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz mit den in der Swiss - Protein -
Datenbank (HUSAR, Heidelberg) gespeicherten Proteinsequenzen zeigte, daß die größte 
Ähnlichkeit tatsächlich zu dem PrsA - Protein von B.sllbtilis besteht. Beide Proteine besitzten 
zu 69% identische Aminosäuren. Der Anteil von Aminosäuren mit ähnlichen chemischen 
Eigenschaften beträgt 10%, woraus sich insgesamt eine Homologie von 79% ergibt. Das aus 
R.lichel1{j(mnis isolierte Gen kodiert demnach sehr wahrscheinlich rur ein extracyto-
plasmatisches Lipoprotein, welches ein Homologes des B.subtilis PrsA - Proteins darstellt. 
BS - MKKIAlAAITATSILALSACSSGDKEVIAKTDAGDVTKGELYTNMKKTAG -50 
I I I I I I I I I I I I I I 11 I 11 I I I I I I I I I I I I I I I I 
1111111111111'111111111 11'1 I 11 'li '11 'I 11 
BLI - MKKIAlAAITATSVLALSACSGGDSEVVAETKAGNITKEDLYQTLKDNAG -50 
BS - ASVLTQLVQEKVLDKKYKVSDKEIDNKLKEYKTQLGDQYTALEKQYGKDY -100 
I I 111 1111 11 1111111 11 111 111 I I I I 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I ' I I I I I I I' 
BLI - ADALNMLVQQKVLDDKYDVSDKEIDKKLNEYKKSMGDQLNQLIDQKGEDF -100 
BS - LKEQVKYELLTQKAAKDNIKVTDADIKEYWEGLKGKlRASHILVADKKTA -150 
111 I1111 111111111111 I 111 111111 11111 1111 
'111'11111 111111111111 1'111"111111 11111 '1111 
BLI - VKEQIKYELLMQKAAKDNIKVTDDDVKEYYDGLKGKIHLSHILVKEKKTA -150 
BS - EEVEKKLKKGEKFEDLAKEYSTDSSASKGGDLGWFAKEGQMDETFSKAAF -200 
I I I I I I I I I I I I I I I 11 I I I 11 I I I I I I I I I I I I I I I I I 
11111111111111111111111 'I 1111111 I' 'li I 1111 
BLI - EEVEKKLKKGEKFEDLAKEYSTDGTAEKGGDLGWVGKDDNMDKDFVKAAF -200 
BS - KLKTGEVSDPVKTQYGYHIIKKTEERGKYDDMKKELKSEVLEQKLNDNAA -250 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
I I I I I 'I I I I' I ' I I I I I I I I I I I I I' I I I I I I I I I I I I I I' • 
BLI - ALKTGEISGPVKSQFGYHIIKKDEERGKYEDMKKELKKEVQEQKQNDQTE -250 
BS - VQEAVQKVMKKADIEVKDKDLKDTFNTSSTSNSTSSSSSNSK -292 
I I I I I I I I I I I I I I 11 
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Abb. 18: Aminosäurevergleich der PrsA - Proteine aus B,subtilis (BS) und B,licheni-
fOrl1lis DSM13 (BLI). Identische Aminosäuren sind mit " \" markiert, Aminosäuren mit 
gleichen chemischen Eigenschaften wie A, S, T; D, E; N,Q; R, K; I, L, M, V; F, Y, W sind 
mit"." markiert. 
3.3.4 Klonierung und Sequenzierung eines prsA - homologen Gens aus dem B.licheni-
I01'lnis Subtilisinpl'oduktionsstamm P300 
Um einen Hinweis darauf zu bekommen, ob möglicherweise eine Mutation im pl'sA - Gen rur 
eine gegenüber dem Wildtyp DSM13 erhöhten Subtilisinproduktivität des industriell genutzten 
R.lichel1{fol'lnis Stamm P300 verantwortlich ist, sollten die prsA - Gene beider Stämme mitein-
ander verglichen werden. Die Klonierung und Sequenzierung des prsA - homologen Gens aus 
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dem B.lichel1tfol'l11is Wildtyp wurde im vorangegangenen Abschnitt beschrieben. Wie bei dem 
Wildtyp - Stamm konnte durch die Hybridisierung der aus dem Produktionsstamm P300 iso-
lierten chromosomalen DNA mit der B.subtilis prsA - Gensonde ebenfalls ein prsA - homolo-
ges Gen auf einem 3,6 kb großen EcoRI - bzw. einem 2,7 kb HindIll - Fragment identifiziert 
werden. Da die Sequenz des Wildtyp - pl'sA - Gens inklusive der flankierenden 5' und 3' - Be-
reiche ermittelt worden war, wurde das prsA - homologe Gen des Stammes P300 mittels PCR 
unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide und der aus dem Stamm P300 isolierten chro-
mosomalen DNA als Template isoliert (2.6.3). Die Positionen dieser Oligonukleotide (Blil und 
Bli6) wurden so gewählt, daß das gesamte prsA -homologe Strukturgen mit den flankierenden 
5' und 3' - Sequenzen als 1245 Bp großes Fragment amplifiziert wurde (Abb. 17, Abb.19). 
Das PCR - Produkt wurde gereinigt (2.6.4) und anschließend mit den Restriktionsenzymen 
MaeJ und Acy! geschnitten (Abb. 17). Die Spaltprodukte wurden durch Agarose - Gelelektro-
phorese (2.6.1) getrennt und das 967 Bp große Mae!/AcyJ - Fragment aus dem Gel isoliert. 
Der Vektor pUC18 wurde mit dem Restriktionsenzym AccJ innerhalb und mit Nde! außerhalb 
der MCS geschnitten. Der 2452 Bp große Vektoranteil wurde anschließend isoliert (2.6.1) und 
mit dem Mae!/Acy! - PCR - Fragment ligiert (Abb. 19). Der E.coli Stamm JMI09 wurde mit 
dem Ligationsansatz transformiert. Durch die Restriktionsanalyse der aus mehreren Transfor-
manden isolierten Plasmide konnte die erfolgreiche Insertion des PCR - Fragments nachgewie-
sen werden. Das so konstruierte Plasmid pP300 wurde im präparativen Maßstab isoliert und 
mit dem universellen Reverse Primer des Ml3/pUC - Systems, sowie mit den spezifischen Oli-
gonukleotiden Bli2, Bli3 und Bli4 sequenziert. Da in dem Plasmid pP300 die zu dem universel-
len Sequenz - Primer homologe Sequenz fehlt, mußte zur Bestimmung der carboxyterminalen 
Sequenz mit dem Oligonukleotid Bli5 ein weiteres spezifisches Oligonukleotid eingesetzt wer-
den. Die zur Klonierung des PCR - Produktes benutzte Acy! - Schnittstelle liegt unmittelbar im 
pl'sA - Stopkodon, so daß der 3' - nicht - kodierende Bereich nicht kloniert wurde. Zur Bestim-
mung der Sequenz dieses Bereiches wurden die auf gereinigten PCR - Produkte direkt als 
Template in den mit den spezifischen Oligonukleotide Bli4 und Bli6 durchgefuhrten Sequenz-
reaktionen eingesetzt (Abb. 17). Die durch den Sequenzvergleich des DSMl3 - mit der P300 -
prsA - Gen möglicherweise ermittelten Mutationen könnten auf die fehlerhafte Aktivität der 
Taq - DNA - Polymerase in der PCR zurückgefurt werden und somit keine durch Mutagenese 
des Stammen P300 entstandene chromosomale Veränderung darstellen. Um die Fehlinterpre-
tation eventuell identifizierter Mutationen auszuschließen, wurde die Sequenz von mindestens 
zwei, in voneinander unabhängigen Reaktionen synthetisierten, PCR - Produkten bestimmt. 
Der Sequenzvergleich zeigte jedoch, daß weder das prsA - Strukturgen des Produktionsstam-
mes P300, noch der die Promotorregion umfassende angrenzende 5' - nicht - kodierende Be-
reich (Nukleotid 10 - 115, Abb. 17) eine Mutation trägt. In dem 3' - nicht - kodierenden Be-
reich mit dem vermuteten Terminator wurde ebenfalls keine Abweichung von der Wildtyp-
sequenz identifiziert (Nukleotid 976 - 1185). 
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Es konnte somit gezeigt werden, daß keine das prsA - Gen direkt betreffende Mutation fur die 
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'I 'Im Bli 6 
B.Ii. P300 prsA 
Abb. 19: Konstruldion des Plasmids pP300 zur Sequenzierung des prsA - Gens aus dem 
B.1ichentformis - Stamm P300 (B.li. P300 prsA), bla = ß - Laktamasesgen, lac? = ß - Ga-
lactosidasegen (a - Peptid - kodierender Bereich), Bli 1, Bli 6 = spez. Oligonukleotide, MCS = 
Multiple - Klonierungsstelle 
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4. Diskussion 
4.1 Einfluß einer erhöhten zellulären Konzentration der Exportkomponente SeeA bzw. 
SeeB auf die Proteinsekretion in E.coli und B.subtiTis unter Überproduktionsbedin-
gUllgen 
Um bei einer biotechnologischen Produktion sekretierbarer Proteine eine möglichst große 
Ausbeute erzielen zu können, werden diese Proteine häufig überproduziert. Diese Überpro-
duktion kann zu einer Überlastung der zellulären Sekretionskapazität und somit zu einer intra-
zellulären Vorläuferakkumulation fuhren (Freudl, 1992; Sibakov et al., 1984; Ulmanen et al., 
1985). In diesen Fällen wird zum einen die Ausbeute an sekretiertem Protein um den Anteil des 
nicht exportierten Vorläufers vermindert, zum anderen kann die Überproduktion sogar zum 
Absterben der Zellen fuhren (Freudl et al., 1986). Unter Überproduktionsbedingungen könnte 
zum Einen die Menge eines mit den Vorläuferproteinen wechselwirkenden Chaperons den 
Proteinexport dadurch limitieren, daß nur ein Teil des synthetisierten Vorläufers exportkompe-
tent gehalten wird, während der andere Teil in eine exportinkompetente Konformation faltet. 
Andererseits könnte die zelluläre Sekretionskapazität unter diesen Bedingungen auch durch die 
VerfLigbarkeit der peripheren Translokatorkomponente SecA bzw. der zentralen Bestandteile 
des integralen Translokatorkomplexes SecE, Sec Y oder SecG begrenzt sein. Darüberhinaus 
könnten die vermutlich an der Freisetzung der reifen Proteine von der Cytoplasmamembran 
beteiligten Proteine SecD und SecF ebenfalls limitierend sein. Die Überlegung, daß der Pro te-
inexport unter Überproduktionsbedingungen möglicherweise durch die Überexpression der an 
dem limitierenden Schritt beteiligten Exportkomponenten (Sec - Proteine) verbessert werden 
kann, fuhrte zu dem in dieser Arbeit gewählten experimentellen Ansatz: Es wurde untersucht, 
ob der Proteinexport in Ecoli und B.subtilis unter Überproduktionsbedingungen durch die 
zelluläre Konzentration der zentralen Exportkomponente SecA bzw. des Export - spezifischen 
Chaperons SecB limitiert ist. Hierfur wurde der Einfluß der Überexpression dieser Export-
komponenten auf den Export eines überproduzierten sekretorischen Modellproteins bestimmt. 
4.1.1 Erhöhung der zellulären SeeA - bzw. SeeB - PI'oteinkonzentration in E.coli und 
B.subtiTis 
Zur Untersuchung des Proteinexports wurden die jeweils homologen SecA - Proteine in Ecoli 
bzw. B.Slfbtilis überexprimiert. Mit Hilfe SecA - spezifischer Antikörper wurde nachgewiesen, 
daß diese Überexpression in beiden Organismen tatsächlich zu einer starken Erhöhung der 
zellulären Konzentration der zentralen Exportkomponente SecA fuhrte, obwohl die SecA -
Synthese in Ecoli reguliert wird: Das Ecoli secA - Gen ist mit dem GenX in einem Operon 
organisiert und wird durch einen vor dem GenX gelegenen Promotor transkribiert (Schmidt et 
al. , 1988 u. 1991). Unter normalen Exportbedingungen wird die SecA - Expression in Ecoli 
durch die Bindung des SecA - Proteins an seine eigene mRNA z. T. reprimiert (Schmidt u. 
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Oliver, 1989). Die Bindung erfolgt sehr wahrscheinlich an dem mRNA - Abschnitt, welcher 
dem intergenischen Bereich zwischen dem GenX und dem seeA - Gen entspricht (Schmidt et 
al., 1991). Nach Literaturangaben steigt die zelluläre SecA - Konzentration um das 10 - 20 
fache, wenn durch die Expression Export - defekter Hybridproteine oder bei der nicht - per-
missiven Temperatur in konditional - letalen seeA, seeD bzw. seeY - Mutanten Vorläuferpro-
teine akkumulieren und Störungen am Translokator auftreten ( Oliver u. Beckwith 1982; Rollo 
u. Oliver, 1988). Wie die Untersuchung von SecB - Nullmutanten zeigte, reicht eine durch 
EXpolistreß hervorgerufene Vorläuferakkumulation all eine nicht aus, die SecA - Synthese zu 
dereprimieren (Rollo u. Oliver, 1988). Das eigentliche Signal, welches in Eeoli zu einer Dere-
pression der SecA - Synthese fUhrt, ist bislang noch nicht bekannt. 
Die hier durchgefUhrten Untersuchungen zum Proteinexport in Eeoli zeigten, daß die aus-
schließlich chromosomal - kodierte SecA - Menge des verwendeten Eeoli Kontrollstammes 
trotz der zu einer massiven Vorläuferakkumulation fUhrenden, induzierten OmpA * - Überpro-
duktion nicht beeinflußt wurde. Der Exportapparat von Ecoli wurde zwar durch die starke 
OmpA * - Expression überlastet, was jedoch keine Derepresssion der SecA - Synthese zur 
Folge hatte. Die SecA - Proteinmenge des Kontrollstammes entsprach daher der durch Auto-
regulation niedrigen SecA - Konzentration des E eoli Wildtyps. 
Im Fall von Eeoli wurde die SecA - Menge durch das EinfUhren von auf dem Plasmid pMF8 
lokalisierten Kopien des secA - Gens ungefähr verdoppelt. Die Synthese des Plasmid - kodier-
ten SecA - Proteins wurde im Fall des Plasmids pMF8, ebenso wie das chromosomal - kodierte 
SecA - Protein in Ecoli, autoreguliert, da das GenX bzw. der intergenische Bereich zwischen 
dem GenX und dem secA - Gen ebenfalls auf diesem Plasmid lokalisiert ist (Schmidt u. Oliver, 
1989). Trotz dieser Regulation wies der das Plasmid pMF8 enthaltende Ecoli Stamm wegen 
des Gen - Dosis - Effekts eine gegenüber dem Kontrollstamm ca. zweifach erhöhte zelluläre 
SecA - Menge auf. Nach Schmidt u. Oliver (1989) exprimiert der ebenfalls das Plasmid pMF8 
enthaltende Ecoli Stamm MM18, ein Derivat des hier verwendeten Stammes MC4100, hin-
gegen unter normalen Exportbedingungen eine gegenüber dem Kontrollstamm etwa neunfach 
erhöhte SecA - Menge. Durch die Anwesenheit eines zweiten, zur induzierbaren OmpA * -
Überproduktion eingesetzten, Plasmids (pEF3S 1/-S3) könnte die Kopienzahl des Plasmids 
pMF8 und dadurch die Zahl der secA - Genkopien in dem in dieser Arbeit verwendeten Ecoli 
Stamm vermindert worden sein, so daß hier eine nur etwa zweifach erhöhte zelluläre SecA -
Menge erzielt wurde. 
Zur Untersuchung des Proteinexports in B.Sllbtilis wurde, entsprechend zu den mit Eeoli 
durchgefUhrten Experimenten, die zelluläre Konzentration des homologen SecA - Proteins 
durch die induzierbare Expression von Plasmid - kodiertem SecA im Vergleich zu der aus-
schließlich chromosomal - kodierten SecA - Proteinmenge des Kontrollstammes in B.subtilis 
deutlich erhöht. Im Fall von B.sllbtilis fUhrte die Induktion des Plasmid - kodiertem SecA 
sogar zu einer etwa funffachen Erhöhung der SecA - Menge. 
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Im Gegensatz zu dem SecA - Protein unterliegt die Expression des SecB - Proteins in E coli 
offensichtlich keiner Regulation. Zahlreiche Literaturdaten zeigen, daß die Expression von 
Plasmid - kodiertem SecB - Protein in Ecoli zu einer gegenüber dem Wildtyp deutlich erhöh-
ten Menge von stabilem SecB - Protein fuhrt (Kumamoto u. Beckwith, 1985; Kumamoto u. 
Nault, 1989; Weiss et al. , 1988). Zur Überexpression des SecB - Proteins in Ecoli wurden 
daher Stämme verwendet, die das secB - Plasmid pRH407 enthielten. 
Da bisher kein SecB - Homologes in Gram - positiven Bakterien identifiziert werden konnte, 
wurde das heterologe Ecoli SecB - Protein in B.subtilis exprimiert, um den Einfluß eines 
exportspezifischen Chaperons auf den Proteinexport von B.subtilis bestimmen zu können. Mit 
Hilfe SecB - spezifischer Antikörper wurde nachgewiesen, daß die Expression des Plasmid -
kodierten Ecoli SecB - Proteins in B.subtilis zur Synthese von stabilem SecB fuhrt. Dieses 
Ergebnis wird durch die Beobachtungen von Collier (1994) bestätigt, der ebenfalls die Expres-
sion von stabilem Ecoli SecB - Proteins in B.subtilis beschreibt. Im verwendeten Kontroll-
stamm waren hingegen keine SecB - spezifischen Signale im "Western Blot" zu beobachten 
was darauf hindeutet, daß in B.subtilis entweder kein SecB - homologes Protein, oder ein 
SecB mit geringer Homologie zu dem Ecoli SecB - Protein existiert. Dieser Befund stimmt 
mit den Daten von de Cock u. Tomassen (1991) bzw. Collier (1994) überein, die mit Hilfe 
spezifischer SecB - Antikörper ebenfalls kein SecB - Homologes in Bacillus cerens bzw. 
B.slfbtilis nachweisen konnten. 
Es war jedoch unklar, ob eine Überproduktion der Sec - Proteine in E coli bzw. B.subtilis auch 
zur Bildung einer erhöhten Menge an funktionellen Exportkomponenten fuhrt. Durch die 
Wachstumskomplementation von entsprechenden sec - Mutanten wurde sowohl fur das Plas-
mid - kodierte SecA - und SecB - Protein in Ecoli, wie auch fur das SecA - Protein in 
B.Slfhlilis nachgewiesen, daß diese Proteine zumindest teilweise in funktioneller Form expri-
miert werden konnten. Es konnte jedoch nicht völlig ausgeschlossen werden, daß ein Teil der 
überproduzierten Sec - Proteine im Cytoplasma in inaktiver Form vorlag und somit nicht zu 
einer Erhöhung der zellulären Konzentration an funktioneller Exportkomponente beitrug. 
4.1.2 Einfluß einer erhöhten zellulären SecA - bzw. SecB - Konzentration auf den 
Proteinexport in E.coli unter Überproduldionsbedingungen 
Die als Modellproteine verwendeten Signalsequenzmutanten des SecB - abhängig exportierten 
OmpA - Proteins werden im Gegensatz zu dem gemischt co - und posttranslational exportier-
ten Wildtypprotein ausschließlich posttranslational sekretiert (Freudl et al. , 1988). Das peri-
plasmatische Maitosebindeprotein (MBP) wird ebenfalls co - und posttranslational exportiert 
(Mc Farland et al., 1993). Der Export einer ausschließlich posttranslational exportierten MBP -
Signalsequenzmutante wird im Gegensatz zu dem Wildtypprotein in SecB - Nullmutanten 
völlig blockiert (Collier et al., 1988). Dieser Befund zeigt, daß der Export des Vorläufers die-
ser MBP - Mutante stärker SecB - abhängig ist als der des Wildtyp - MBP. Analog zu dieser 
MBP - Mutante sollte auch der Export der OmpA - Signalsequenzmutanten stärker von der 
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VerfLigbarkeit des SecB - Proteins oder einer Exportkomponente mit entsprechenden Cha-
peroneigenschaften abhängig sein, als der Export des OmpA - Wildtypproteins. Aus diesem 
Grund wurden daher die OmpA - Signalsequenzmutanten als ModeIIproteine fur die Unter-
suchungen in dieser Arbeit gewählt. Die gewonnenen Ergebnisse zeigten jedoch, daß der 
Proteinexport in Eeoli unter Überproduktionsbedingungen weder durch die zelluläre SecA -
Konzentration, noch durch die Menge des SecB - Proteins limitiert ist. Es sind bislang keine 
vergleichbaren Untersuchungen bekannt, bei denen der Einfluß einer erhöhten SecA - Protein-
menge auf den Proteinexport unter Überproduktionsbedingungen bestimmt wurde. Mc Farland 
et aI. (1993) beschreiben jedoch den Einfluß einer Duplikation der nahezu gesamten, fur das 
SecA - Protein kodierenden Sequenz, auf den Export von OmpA bzw. MBP. Die erwähnte 
Duplikation fuhrt zur Synthese eines SecA - SecA - Fusionsproteins. Die Expression des 
SecA - Fusionsproteins bewirkte in SecB - Nullmutanten eine deutliche Verbesserung des Pro-
teinexports. Im Gegensatz dazu wurde jedoch in SecB - Wildtypstämmen kein Einfluß auf die 
Effizienz des Exports von OmpA bzw. MBP festgestellt. Es wird diskutiert, daß das SecA -
Fusionsprotein im Vergleich zu dem Wild typ - SecA möglicherweise doppelt so viele potenti-
elle Bindungsstellen fur Vorläuferproteine besitzt. Nach der Dimerisierung besäße dieses Fusi-
onsprotein vier potentielle Bindungsstellen und ähnelte somit dem SecB - Protein, fur welches 
eine Tetramere Form angenommen wird (Kumamoto u. Nault, 1989; Watanabe u. Blobel, 
1989). Solch eine Eigenschaft könnte die Wechselwirkungen des SecA- Fusionsproteins mit 
Vorläufern bei Abwesenheit des SecB - Proteins begünstigen, was dann zu einer verbesserten 
Einschleusung der Vorläufer in den Exportweg fuhren könnte. 
In dieser Arbeit wurde weiterhin gezeigt, daß der Proteinexport durch die Erhöhung der zellu-
lären SecB - Konzentration ebenfalls nicht beeinflußt wird. Da der Proteinexport unter Über-
produktionsbedingungen in E eoli somit weder durch die zelluläre Konzentration des SecA -
Pro teins noch durch die SecB - Proteinmenge limitiert ist, wird die Sekretionskapazität sehr 
wahrscheinlich durch die Zahl der Translokatoren begrenzt. Für eine gezielte Verbesserung der 
Exportkapazität ist daher sehr wahrscheinlich die Überproduktion des Translokatorkomplexes, 
eventuell gemeinsam mit SecA und/oder SecB, zu einer Exportverbesserung notwendig. Dafur 
sprechen auch die Ergebnisse von Perez - Perez et al. (1994), die in Eeoli den Export des 
menschlichen Interleukin - 6 und eines weiteren menschlichen Cytokinins durch die gleichzei-
tige Überexpression des SecE - Proteins und einer Sec Y - Mutante (PrIA4) verbessern konn-
ten. Der Export des mit dem OmpA - Signalpeptid synthetisierten heterologen Interleukin - 6 
wurde jedoch nicht durch die Überproduktion des SecE - Proteins gemeinsam mit dem Wild-
typ - SecY - Protein beeinflußt. Das prlA4 - Allel war bisher nur als ein effektiver Suppressor 
von Signalpeptid - Mutanten bekannt (Emr u. Bassford 1982). Der Einfluß auf den Export des 
heterologen Interleukins weist darauf hin, daß die PrlA4/SecE - Üperproduktion zur verstärk-
ten Bildung von strukturell veränderten Translokatoren fuhrt, welche offensichtlich im Gegen-
satz zu Translokatoren mit Wildtyp - Sec Y den Export sekretorischer Proteine signifikant ver-
bessern. Obwohl, nur fur die Überexpression des PrlA4 - Sec Y - Proteins gezeigt, könnte die 
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Überproduktion der integralen Translokatorkomponenten (SecY, E, G) eventuell gemeinsam 
mit SecA und/oder SecB zu einer Verbesserung des Proteinexports in Eeoli fuhren. 
4.1.3 Einfluß der erhöhten zellulären SecA - Konzentration bzw. der Expression des 
E.coli - SecB auf den Proteinexport in B.subtilis unter Überproduktionsbedingungen 
Die Lipase des Gram - positiven Bakteriums S. hyieus wurde fur die Untersuchungen zum 
Proteinexport in Gram - positiven Bakterien als sekretorisches Modellprotein verwendet, da 
die Überproduktion dieses heterologen Präproenzyms in B.subtilis zu einer Überlastung der 
Sekretionskapazität und somit zu einer deutlichen Vorläuferakkumulation fuhrt. 
Durch die Erhöhung der zellulären SecA - Konzentration wurde der Proteinexport unter Über-
produktionsbedingungen, analog zur Situation bei Eeoli, in B.subtilis nicht verbessert. Es 
wurde daher untersucht, ob die Expression des SecB - Proteins aus E eoli den Proteinexport in 
B.subfilis beeinflussen kann. Obwohl das heterologe SecB - Protein in B.subtilis als stabiles 
Protein ausgeprägt werden konnte, wurde der Export der Lipase in B.subtilis ebenfalls nicht 
beeinflußt. Dies könnte zum Einen daran liegen, daß die aus dem Gram - positiven Bakterium 
S. hyicus stammende Lipase nicht mit dem Eeoli SecB - Protein und zum anderen das hetero-
loge SecB nicht mit dem Bacillus - Exportapparat wechselwirken kann. 
Die Beobachtungen von Collier (1994), daß der posttranslationale Export des heterologen 
MBP in B.slfbtilis durch die Expression des Eeoli SecB - Proteins in geringem Maße stimu-
liert wird, sind ebenfalls kein Nachweis fur eine produktive Wechselwirkung des Eeoli SecB -
Proteins mit den B.subtilis - Exportkomponenten. Es ist vorstellbar, daß das SecB - Protein in 
B.subfilis, analog zu den Beobachtungen in Ecoli, nur die Faltung des posttranslational 
exportierten MBP in eine exportinkompetente Konformation verzögert, wodurch der Export 
dieser MBP - Proteine ermöglicht wird. Der cotranslationale Export des MBP in B.subtilis 
wird hingegen durch das Eeoli SecB - Protein sogar verhindert. Die Hemmung des cotransla-
tiOllalen MBP - Exports könnte auf einer Langlebigkeit der SecB - MBP - Komplexe bzw. 
einer verzögerten Freisetzung des MBP - Vorläuferproteins von diesem Komplex beruhen. Das 
MBP ist das bisher einzige Protein, dessen Export in B.sllbtilis durch das E.coli SecB - Pro-
tein, wenn auch nur in geringem Maße, verbessert werden konnte. Diese Verbesserung beruht 
sehr wahrscheinlich auf einer nicht - exportspezifischen Chaperoneigenschaft des SecB - Pro-
teins, da der Export des Wildtyp OmpA - Proteins und eines mit einem Gram - positiven 
Signalpeptid synthetisierten Derivat des MBP in B.sllbtilis durch die Expression des E.coli 
SecB - Proteins nicht beeinflußt wurde, obwohl sowohl das OmpA - Protein als auch das MBP 
in E.coli SecB - abhängig exportiert werden. Vermutlich sind neben der Art des Proteinexports 
(co - oder posttranslational) vor allem die Protein - spezifischen Faltungseigenschaften der 
sekretorischen Proteine fur die Wechselwirkung mit dem SecB - Protein in B.subtilis ent-
scheidend. 
In "in vitro" Studien wurde gezeigt, daß das SecB - Protein ein in eine stabile Tertiärstruktur 
gefaltetes Protein auch dann nicht entfalten kann, wenn das SecB - Protein im Überschuß 
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zugegeben wurde (Collier et al., 1988). Die Expression des SecB - Proteins hatte daher auch 
wahrscheinlich "in vivo" keinen Einfluß auf den Export eines sich schnell faltenden Vorläufer-
proteins, wenn dieses schneller in eine exportinkompetente Konformation faltete als eine 
Wechselwirkung mit SecB stattfinden konnte. Möglicherweise besitzt die als Modellprotein 
verwendete Lipase ähnliche Eigenschaften wie das OmpA - Protein oder das mit einem Gram-
positiven Signalpeptid synthetisierte Derivat des MBP, deren Export in B.subtilis nicht durch 
das heterologe SecB - Protein stimuliert wurden. 
Der Proteinexport von B.subtilis ist, analog zur Situation von E.coli, offensichtlich weder 
durch die zelluläre Konzentration des SecA - Proteins, noch durch die Verfugbarkeit des 
heterologen E.coli SecB - Proteins limitiert. Wie bei den Gram - negativen Bakterien scheint 
daher auch die Sekretionskapazität der Gram - positiven Bakterien sehr wahrscheinlich durch 
die Zahl der in der Membran liegenden Trans101mtoren begrenzt zu sein. 
4.2 Isolierung und Analyse der prsA - homologen Gene aus dem B.liclteniformis Wild-
typstamm DSM13 und dem Subtilisinproduldionsstamm P300 
4.2.1 Isolierung und Sequenzanalyse des prsA - Gens aus dem B.liclteniformis 
Wildtypstamm DSM13 
Das PrsA - Pro tein von B.subtilis ist sehr wahrscheinlich als extracytoplasmatisches Chaperon 
an der korrekten Faltung exportierter Proteine beteiligt (Jacobs et al., 1993). Um einen Hin-
weis darauf zu bekommen, ob das Genprodukt des bisher nur bei B.subtilis identifizierten 
prsA - Gens eine Spezialisierung im Proteinexport von B.subtilis ist oder als wichtige Export-
komponente in Gram - positiven Bakterien weiter verbreitet ist, wurden Experimente zur Iden-
tifizierung und Isolierung eines prsA - homologen Gens von B.lichenijorl11is durchgefuhrt. Mit 
Hilfe des prsA - Gens aus B.subtilis als Sonde konnte über DNA - DNA - Hybridisierung ein 
prsA - Homologes aus dem B.lichenijol'l11is Wildtypstamm DSM13 isoliert werden. 
Wie bereits fur das B.subtilis prsA - Gen beschrieben (Kontinen et al., 1991), wurde in dem 5' -
nicht - kodierenden Bereich vor dem B.lichen~forlJ1is prsA - Strukturgens die -10 Region eines 
potentiellen Promotors und in der 3' - nicht - kodierenden Region ein potentieller rho - unab-
hängiger Terminator identifiziert. Eine potentielle -35 - Region der Sequenz ATGATA konnte 
sowohl in einem Abstand von 20 Bp, als auch in einer Position überlappend, 15 Bp vor der -10 
Region des B.lichel1~fo"lJ1is prsA - Gens identifiziert werden. Eine identische potentielle -35 
Region (ATGATA) befindet sich 11 Nukleotide vor der -10 Region des B.subtilis - prsA -
Gens. Obwohl diese Sequenz nur in zwei Positionen von der Konsensussequenz der -35 
Region eines vegetativen B.subtilis Promotors (Moran et a1., 1982) abweicht, wurde diese von 
Kontinen et al. (1991) wahrscheinlich nur deswegen nicht als mögliche Promotorregion des 
B.slfht;!is prsA - Gens angegeben, weil der Abstand von nur 11 Bp erheblich von dem fur 
vegetative B. S1I btW s Promotoren angegebenen optimalen Abstand von 17 bis 18 B P abweicht. 
Bei B.lichen(forl17is stellt die identische Sequenz jedoch sehr wahrscheinlich die -35 Region des 
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prsA - Gens dar, da die Position dieser Sequenz nur um zwei bzw. drei Nukleotide vom opti-
malen Abstand abweicht. 
Eine potentielle Ribosomenbindungsstelle, welche in runf Positionen der von Farwell et al. 
(1992) rur B.Slfbtilis angegebenen starken Shine - Dalgarno - Sequenz entspricht, befindet sich 
neun Nuldeotide vor dem ATG - Startkodon des B.lichentformis prsA - Gens. Diese, in einem 
fur B.slIbtihs optimalen Abstand von 9 Nukleotiden vor dem Startkodon gelegene 
(Vellanoweth u. Rabinowitz, 1992) potentielle Ribosomenbindungsstelle stimmt genau mit der 
vor dem B.slfbtilis prsA - Gen identifizierten Shine - Dalgarno - Sequenz überein (Kontinen et 
al.,1991). 
Das B.slfbtilis pT'sA - Gen liegt etwa 1800 Bp stromabwärts des in derselben Richtung trans-
kribierten I1pT' - Gens, welches rur einen die Expression exportierter Proteasen beeinflussenden 
globalen Regulator kodiert. Das B.subtilis hpT' - Gen ist jedoch sehr wahrscheinlich nicht mit 
dem B.sllbtilis pT'sA - Gen in einem gemeinsamen Operon organisiert, da keine offenen Lese-
rahmen signifikanter Länge zwischen diesen Genen liegen, und zusätzlich etwa 480 Bp vor 
dem pT'sA - Gen ein potentieller rho - unabhängiger Terminator identifiziert werden kann. Die 
Identifizierung eines potentiellen Promotors und Terminators in den angrenzenden nicht -
kodierenden Bereichen des B.lichenifoT'mis pT'sA - Gens weisen darauf hin, daß das B.licheni-
.f(mnis pT'sA - Gen, wie das aus B.subtilis stammende pl'sA - Gen, sehr wahrscheinlich nicht in 
einem Operon organisiert ist. 
4.2.2 Analyse der Aminosäuresequenz des B.lichell~for11lis PrsA - Pro teins und Ver-
gleich mit dem B.subtilis PrsA 
Die abgeleitete Aminosäuresequenz zeigt, daß das PrsA - Protein von B.lichentformis, analog 
dem B.slIbtilis PrsA - Protein, wahrscheinlich als Vorläuferprotein mit einem rur Lipoproteine 
charakteristischen Signalpeptid synthetisiert wird, und nach der Prozessierung als 32 kDa 
großes, extracyloplasmatisches Lipoprotein mit der B.lichentfo1'l11is Zellwand assoziiert ist. 
Das B.liche17t[o1'lJ1is PrsA - Pro tein weist 69% identische Aminosäuren mit dem B.subtilis 
PrsA auf. Werden die Austausche von Aminosäuren mit gleichen chemischen Eigenschaften 
berücksichtigt, dann beträgt die Sequenzhomologie sogar 79%. Aufgrund dieser großen 
Homologie auf der Ebene der Aminosäuresequenzen kann man davon ausgehen, daß es sich 
bei dem aus B.lichentfoT'mis isolierten Gen tatsächlich um das prsA - homologe Gen von 
B.lichent[orl11is handelt und beide PrsA - Proteine in dem jeweiligen Organismus eine ähnliche 
Funktionen ausüben. Auffällig ist, daß die zentralen Bereiche der PrsA - Proteine (Aminosäure 
147 bis Aminosäure 173) über eine Länge von 27 Aminosäuren absolut identisch sind. Im 
Gegensatz dazu sind der Amino- und der Carboxyterminus der reifen PrsA - Proteine weniger 
stark konserviert. Dies läßt vermuten, daß der zentrale, stark konservierte Proteinbereich eine 
für die PrsA - Funktion essentielle Domäne darstellt. Diese Domäne könnte eine wichtige Rolle 
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bei der Wechselwirkung des PrsA - Proteins mit sekretorischen Proteinen spielen oder an der 
Wechselwirkung von PrsA mit anderen Zellwandbestandteilen beteiligt sein. 
4.2.3 Isolierung des prsA - Gens aus dem B.liclteniformis - Produktionsstamm P300 
und Vergleich der Sequenz mit dem prsA - Gen von dem B.liclteniformis Wildtyp 
DSM13 
Der B.lichen(formis Stamm P300 ist ein industriell genutzter Subtilisinproduzent, der die alka-
lische Protease (Subtilisin) im Vergleich zu dem Wildtyp DSM13 stark überproduziert. Einer 
der Gründe für diese Überproduktion liegt in einer zu einer verstärkten Subtilisinsynthese ruh-
renden Promotor - Mutation (persönliche Mitteilung Henkel KGaA). Da dieser Produktions-
stamm jedoch durch mehrfache Zyklen von Mutagenese und Screening isoliert wurde, müssen 
neben dieser Promotormutation noch weitere, die Subtilisinproduktion steigernde Mutationen 
vorliegen. Es wäre denkbar, daß eine derartige Mutation im prsA - Gen des B.lichentformis 
Stammes P300 zu finden ist: In der Cytoplasmamembran einer B.subtilis prsA - Mutante 
(prsA - 3) ist eine gegenüber der Wildtyp - Membran verringerte PrsA - Proteinmenge nach-
weisbar (Jacobs et al. , 1993). Weiterhin ist in dieser Mutante unter Ci - Amylase - Überpro-
duktionsbedingungen eine deutliche Verschlechterung der Proteinsekretion zu beobachten 
(Kantinen u. Sarvas, 1988). Möglicherweise wird in dieser Mutante das in geringerer Menge 
vorhandene PrsA durch die Wechselwirkung mit den sekretorischen Proteinen austitriert, so 
daß ein großer Anteil der Exportproteine nicht korrekt gefaltet und somit verstärkt im Über-
stand proteolytisch abgebaut wird (Jacobs et al. , 1993). Das PrsA - Protein scheint daher vor 
allem unter Überproduktionsbedingungen an der effektiven Sekretion von Proteinen beteiligt 
zu sein. Um zu klären, ob in dem B.lichentforl17is - Stamm P300 eine das prsA - Gen betref-
fende Mutation vorliegt, die möglicherweise die Expression des PrsA - Proteins oder dessen 
Wechselwirkung mit Exportproteinen beeinflußt, wurde das prsA - Gen des Stammes P300 mit 
den flankierenden nicht - kodierenden Bereichen mittels PCR aus der chromosomalen P300 -
DNA isoliert und sequenziert. Der Sequenzvergleich des aus dem B.lichenijorl17is Wildtyp-
stamm DSM13 isoliertenprsA - Gens mit dem aus dem Produktionsstamm P300 stammenden 
Gens zeigte jedoch, daß der Subtilisinproduzent weder eine Mutation im prsA - Strukturgen, 
noch in den angrenzenden nicht - kodierenden Bereichen aufweist. Es ist dennoch nicht auszu-
schließen, daß in dem B.lichenijormis Stamm P300 trotzdem eine das prsA - Gen betreffende 
Mutation vorliegt, die außerhalb des in dieser Arbeit sequenzierten DNA - Bereiches liegt. Die 
in elen B.slfbtilis prsA - Mutanten prs - 29 und prs - 40 gefundenen Mutationen liegen auch 
tatsächlich ca. 300 Nukleotide vor dem rur das PrsA - Protein kodierenden Leserahmen. Den-
noch beeinträchtigen diese beiden Mutationen elie Faltung und Stabilität der in B.subtilis 
sekretierten Proteine ebenso wie die im B.subtilis prsA - Strukturgen identifizierte Mutation 
prsA - 3 (Kontinen u. Sarvas, 1988; Kantinen et al., 1991). Da die Analyse eier Sequenzelaten 
eies B.subülis prsA - Gens zeigte, daß das prsA - Gen sehr wahrscheinlich nicht in einem 
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Operon organisiert ist (Kontinen et al., 1991), kann ein polarer Effekt der Mutationenprs - 29 
und - .f() auf die Transkription des prsA - Gens eigentlich ausgeschlossen werden. Es gibt Z.Z. 
noch keinen Hinweis darauf, auf welche Weise diese Mutationen die PrsA - Funktionen beein-
trächtigen. Es ist daher nicht völlig auszuschließen, daß stromaufwärts der 113 sequenzierten 
Nukleotide des 5' nicht - kodierenden Bereiches eine Mutation liegen könnte, die die Expres-
sion des PrsA - Proteins im Subtilisinüberproduzenten P300 beeinflußt und somit zu der 
gegenüber dem Wildtyp erhöhten Subtilisinproduktivität beiträgt. 
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5. Zusammenfassung 
Um bei der biotechnologischen Produktion extrazellulärer Proteine eine möglichst große Aus-
beute zu erzielen, werden diese Proteine stark überexprimiert. Die intrazelluläre Überproduk-
tion kann jedoch sowohl in Gram - negativen als auch in Gram - positiven Bakterien zu einer 
Überlastung der zellulären Sekretionskapazität und somit zu der Akkumulation von Vorläufern 
im Cytoplasma fuhren, wodurch die Ausbeute an sekretiertem Protein vermindert wird. In 
dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Sekretionskapazität in Gram - negativen bzw. in Gram -
positiven Bakterien unter Überproduktionsbedingungen durch die erhöhte zelluläre Konzentra-
tion des exportspezifischen Chaperons SecB bzw. der zentralen Exportkomponente SecA 
gesteigert werden kann. 
Die zelluläre Konzentration der Exportkomponente SecA wurde sowohl in Escherichia coli, 
als auch in Bacillus subülis durch die Einfuhrung zusätzlicher secA - Genkopien erhöht. Das 
homologe SecB -Protein wurde in E.coli ebenfalls überexprimiert, während in B.subtilis das 
heterologe Ecoli - SecB - Protein exprimiert wurde, da bisher kein SecB - Homologes in 
Gram - positiven Bakterien identifiziert werden konnte. Mit Hilfe SecB - spezifischer Antikör-
per wurde nachgewiesen, daß das Ecoli - SecB in B.subtilis als stabiles Protein gebildet 
wurde. Die Untersuchungen zum Export von Signalsequenzmutanten des Ecoli Außenmem-
branproteins OmpA bzw. der Lipase von Staphylococcus hyicus zeigten, daß der Proteinexport 
in E. coli und B.sllbtilis weder durch die Erhöhung des SecA - Proteins noch des SecB - Pro-
teins gesteigert werden konnte. Vermutlich wird die Sekretionskapazität in Gram - negativen 
und Gram - positiven Bakterien durch die Zahl der in der Cytoplasmamembran lokalisierten 
Translokatoren begrenzt. 
Um einen Hinweis auf die Verbreitung des bisher nur aus B.sublilis bekannten PrsA - Proteins 
in Gram - positiven Bakterien zu erhalten, wurde ein prsA - homologes Gen aus Bacillus 
lichell(forl17is isoliert. Das PrsA - Protein von B.subtilis ist ein 32 kDa großes Lipoprotein, 
welches sehr wahrscheinlich als extracytoplasmatisches Chaperon an der korrekten Faltung 
exportierter Proteine und an der effektiven Sekretion von Exoproteinen in B.subtilis beteiligt 
ist. Mittels einer Sonde des B.subtilis - prsA - Gens wurde das prsA - homologe Gen aus dem 
B.lichell?forl11is - Wildtypstamm DSM13 isoliert. Die abgeleitete Aminosäuresequenz des iso-
lierten Gens zeigt, daß es sich bei dem Genprodukt, in Übereinstimmung mit dem B.subtilis 
PrsA - Protein, um ein Lipoprotein mit einem Molekulargewicht von 32 kDa handelt, welches 
zu 69% identische Aminosäuren mit dem B.subtilis - PrsA - Protein besitzt. Analog zum 
B.Slfbtilis prsA - Gen ist das B.lichenijorl17is prsA - Gen sehr wahrscheinlich nicht in einem 
Operon organisiert, da sowohl ein potentieller Promotor wie auch ein Terminator in den 
angrenzenden nicht - kodierenden Bereichen identifiziert werden konnten. Die Isolierung eines 
prsA - homologen Gens aus B.lichenijol'mis zeigt, daß das PrsA - Protein offensichtlich keine 
Spezialisierung im Proteinexport bei B.subtilis darstellt, sondern daß PrsA- homologe Proteine 
in weiteren Gram - positiven Bakterien vorhanden sind. 
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Ethylen - diamino - tetraacetic acid 
Gramm 
Stunde 
Isopropyl -ß-D- thiogalactopyranosid 
Kilobasen 
Kilo - Dalton 
Liter 
molar, Konzentrationsangabe 





Polymerase - Ketten - Reaktion 
Rinderserumalbumin 
Raumtemperatur 
Natrium - Dodecylsulfat 
Sekunde 
N'N'N'N' - Tetramethylethylendiamin 
Tris - (hydroxymethyl) - amino methan 
unit, Enzymeinheit 





Eiu- und Drei - Buchstaben Code der Aminosäuren 
Alanin Ala A Leucin 
Arginin Arg R Lysin 
Asparagin Asn N Methionin 
Asparaginsäure Asp D Phenyl alanin 
Cystein Cys C Prolin 
Glutaminsäure Glu E Serin 
Glutamin Gin Q Threonin 
Glycin Gly G Tryptophan 
Histidin His H Tyrosin 
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